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RESUMO

Os problemas cardiovasculares constituem a princgsa de
morbidade em mulheres apds a menopausa, sendertehgéio arterial
o principal fator de risco. Além disso, mulheres g&ais suscetiveis ao
estresse do tipo psicossocial e apds a menoparespansividade do
eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal aumenta. Os esleso ovarianos
apresentam efeito cardioprotetor e com seu deatinimesmo com as
flutuacdes hormonais caracteristicas do climatérm, sistema
cardiovascular pode ficar suscetivel a danos. Uwo nmodelo de
menopausa quimica, utilizando um composto denorainat
vinilciclohexano diepéxido (VCD), promove a deplecgradual dos
foliculos ovarianos, com consequente alteracdo erdil fhormonal,
mimetizando assim o0 que ocorre na menopausa humdda. disso,
este modelo possibilita o estudo da falha ovarsg@aradamente do
envelhecimento, visto que utiliza ratas adultagfeve de meia idade. A
fim de verificar se a falha ovariana e o0 estressempvem
desregulacdes no sistema autondémico cardiovascuddas foram
submetidas ao tratamento, por 15 dias consecutbens,VCD ou 6éleo
(controle) e expostas a um protocolo de estress@cor imprevisivel
(ECI) por 10 dias consecutivos. Foram estudadasdeis periodos
distintos: oitenta dias ap6s a administracdo do M@lmetizando a
perimenopausa) e 180 dias apés a administracadCib (vhimetizando
a menopausa). As ratas receberam implante de samaa vasos
femorais para administracdo de farmacos e regdb® parametros
cardiovasculares. Além dos parametros basais, tarfdram avaliados:
a sensibilidade barorreflexa (SBR), o controle adimoico para o
coracdo e vasos e a responsividade adrenérgica vascular ¢RA).
Durante a perimenopausa, as ratas expostas ao [@€seataram
aumento na pressdo arterial média (PAM) e presd@dad sistélica.
Aquelas expostas ao ECI e tratadas previamente &6OD
apresentaram aumento na atividade nervosa simpaticeducdo na
atividade parassimpdtica, sem alteracéo na freguéacdiaca (FC). A
SBR, a atividade simpética vascular bem comooal® ndo foram
diferentes entre os grupos. Ao serem estudadastdusamenopausa a
PAM e a pressao arterial diastdlica aumentaram auas animais
foram submetidos ao ECI. A funcdo autondmica nacesmmtou
alteracéo, porém a SBR esteve reduzida nos gregasiés com VCD.
Além disso, a atividade simpética vascular estaumemtada nesses
mesmos grupos, sem alteracdo malR. Os dados do presente estudo
corroboram a literatura, mostrando que o0 estresSeico promove



aumento na pressédo arterial média, e demonstrgppalaira vez que a
falha ovariana, por 80 ou 180 dias, ndo intensificséa resposta.
Entretanto, durante a perimenopausa, a funcao @utoa cardiaca
apresentou aumento simpatico e reducdo parasstapdds animais
estressados, o que pode ter sido ocasionado heizascBes hormonais
caracteristicas do periodo. Durante a menopausee ieducdo na SBR,
sem alteragBes autondmicas. A atividade simpéti@e s vasos
aumentou nos animais tratados com VCD, mas paréoetar sido
influenciada pela &1A. Os danos observados podem ter sido
ocasionados pela falha ovariana prolongada, qusacdesregulacdo em
diferentes niveis do eixo hipotdlamo-hipéfise-g@asadAlém disso, o
déficit  cardiovascular observado nestes animais rrego
independentemente de haver ou ndo um estimulosgstreou seja, a
falha ovariana per si teve papel significativo na#teracdes
cardiovasculares estudadas no presente trabalho.

Palavras-chave Menopausa, perimenopausa, alteracdo autonémica, 4
vinilcilohexano diepéxido, barorreflexo, estressénco imprevisivel,
hipertenséo.



ABSTRACT

Cardiovascular problems are the major cause of idiorbin
women after menopause and hypertension is the niginfactor. In
addition, women are susceptible to psychosociatssir and after
menopause, the responsiveness of the hypothaldmitap/-adrenal
axis is increased. Ovarian steroids have cardieptioe effects and
their decline or even fluctuations during the clitesic period can lead
to a higher susceptibility to cardiovascular dam#geew chemical
menopausal model uses a compound called 4-vinghgsiane
diepoxide (VCD) and promotes a gradual depletioowarian follicles
with consequent changes in the hormonal profiles thmimicking
human menopause. Furthermore, this etodlowed us to study
ovarian failure separately from aging by using yp@amd middle aged
rats. In order to verify whether the ovarian faglland stress promote
deregulation of the cardiovascular autonomic systeats were
submitted to VCD or oil (control) treatment for tBnsecutive days,
and exposed to a chronic unpredictable stress qb{@&CI) for 10
consecutive days. Animals were studied in twoirtistperiods: eighty
days after VCD administration (simulating perimeaoge) and 180
days after VCD administration (simulating menopiugascular
cannulas were implanted in the femoral vesselglfogs infusion and
registration of cardiovascular parameters. In #altito the baseline
parameters, we also evaluated: baroreflex sergi{iBRS), autonomic
control of the heart and vessels andl adrenergic vascular
responsiveness (RLA). During perimenopause, rats exposed to ECI
showed an increased mean arterial pressure (MA®)swgstolic blood
pressure. Those rats previously treated with VCO exposed to the
ECI showed increased sympathetic nerve activity ameduced
parasympathetic activity, but no changes in hestg (HR). The SBR,
vascular sympathetic activity and the-RA were not different among
groups. Throughout menopause, MAP and diastoliobfressure were
increased in animals exposed to the ECI. The autanéunction did
not change, but SBR was impaired in groups treatgd VCD. In
addition, vascular sympathetic activity was inceghdn the same
groups, with no changes in thexRA. The present study corroborates
data showing that chronic stress promotes an isetkamean arterial
pressure, but we have demonstrated for the fins¢ tihat the ovarian
failure, for 80 or 180 days, does not enhance tégponse. During
perimenopause, cardiac autonomic function showedreased



sympathetic and decreased parasympathetic adivite stressed
animals, which could be caused by the hormonaltdatons found

during this period. In menopause, SBR decreasedowiitautonomic
changes. The sympathetic activity to the vessalsee@sed in animals
treated with VCD, but did not seem to be influenbgdhe Ri-1A. The

observed damage may have been caused by the pedlomarian

failure, which causes disruption in different lessef the hypothalamic-
pituitary-gonadal axis. In addition, the cardiouaac deficits observed
in these animals occurred regardless a stressoula8 was present or
not, thus, the ovarian failure per se had a sicguifi effect on the
cardiovascular disorders found in this work.

Keywords: menopause, perimenopause, autonomic chaeg 4-
vinilcilohexano diepoxide, baroreflex, unpredictabé chronic stress,
hypertension.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estresse, género e menopausa

Embora a resposta ao estresse possa ser disparagitipulos
fisicos/fisiol6gicos, psicossociais ou a combinagacambos, a grande
maioria dos individuos encontra-se exposta maguéstemente ao do
tipo psicossocial (Lundberg, 2005). Respostas niésti ao estresse,
relacionadas ao sexo, sdo vistas em todas as tsesda e se
relacionam tanto aos efeitos organizacionais quamogaativacionais dos
hormbénios e genes encontrados nos cromossomos iseBele e
Epperson, 2015).

O estresse esta presente na vida cotidiana de aslgEneros,
entretanto, estudos demonstram que a ocorréncia esteesse
psicossocial em mulheres é maior do que em honiEnsrgton e
Kubzansky, 2007). Os autores sugerem que alguoe$apsicossociais
co-ocorrem com maior frequéncia em mulheres, como gxemplo
menor nivel educacional, cuidado da familia semesgnca do pai e
menor renda mensal.

Em roedores, fémeas apresentam uma resposta assestr
maior quando comparadas a machos, a qual pod®tsetanpelos altos
niveis de corticosterona (Critchloet al, 1963; Handeet al,1994).
Além disso, ha diferencas na resposta ao ACTH erticasterona ao
longo do ciclo estral de roedores, sendo essagstsptevada durante o
proestro, fase em que os niveis de estradiol addbs, comparado ao
estro e diestro (Viau and Meaney, 1991; Walkeral, 2001). A
progesterona parece ter efeito oposto ao do esitradi eixo HHA,
reduzindo a expressao de mRNA para CRH nos newd@lid®VN de
macacas (Rogt al, 1999) e inibindo a liberagcdo de ACTH em ovelhas
fémeas (Keller-Wood, 1998).

Os esteroides androgénicos também modulam a fuda&oxo
HHA. A testosterona e a di-hidrotestosterona (DHdssuem papel
inibitorio na atividade do eixo HHA, sendo que exadores castrados, a
liberacdo de corticosterona e ACTH apds inducdo ¢siresse, é
aumentada e a reposicdo com testosterona ou DHFteesste efeito
(Handaet al, 1994; Viau and Meaney, 2004). Sabe-se que déncia

de doencas cardiovasculares & maior quando asaoeiadestresse



psicossocial, e novamente, as mulheres encontraamsdesvantagem
em relacdo aos homens, sofrendo maiores riscogsindblver estes
problemas (Thurstoet al, 2005).

No momento em que as mulheres atingem a menopausa,
definida por Pimentaet al (2007) como o periodo em que as
menstruacdes cessam como consequéncia da reduedoalgrdo
funcionamento ovariano, a situacdo ndo se ateneiacbrdo com Bale
e Epperson, 2015, as varia¢cdes hormonais que ateme mulheres na
transicdo para a menopausa podem promover umagdEsy@o nos
processos celulares envolvidos na ativagdo e dentto eixo HHA.
Além disso, tem sido demonstrado que a perimenapaaschegada da
“meia-idade” estdo associadas com aumento sigtiMicale eventos
estressantes na vida de mulheres em comparaca@uons estagios
(Schmidt et al, 2000). Apdés a menopausa ocorre um aumento da
responsividade simpato-adrenal, a qual pode seuad@ com o uso de
terapia de reposicdo hormonal [para revisdo veja(ii@ e Phillips,
2006)].

Corroborando estes dados, estudos sobre a regmostresse
em mulheres pré e pds-menopausa mostram que taressao
sanguinea quanto a liberacdo de ACTH e cortisohtorse maiores em
mulheres pds-menopausa (Lindhedtnal, 1992; Kudielka, 1999). Em
2010 foi demonstrado que mulheres na menopausa, ddéapresentar
aumento da atividade simpatica, também apresentammero
sustentado na carga hemodindmica, o que pode kmgntgpara o
surgimento de patologias cardiovasculares (Sherwetodl, 2010).
Estes dados sugerem que o0s esteroides ovarianosngé@dantes na
modulacé@o da pressdo sanguinea homeostatica. fiateta reposicéo
com estrégenos pode atenuar a exacerbacdo dateegpestressores
psicossociais apds a menopausa (Ceresinal, 2000). Além da
resposta ao estresse ser mais acentuada em mubsess apresentam
maiores riscos de desenvolver déficits cognitivos aecorréncia do
estresse (Almelat al, 2011). Estes autores mostraram um impacto
agudo do estresse no desempenho de mulheres e destemoria,
com uma correlagdo significativa com altos nivesscdrtisol, o que
corrobora a importancia dos horménios sexuais datooes criticos na
relacdo entre estresse e cognicao.



1.2 Hipertensao arterial e doengas cardiovasculares na
menopausa

A mortalidade por doencas cardiovasculares cresce
progressivamente com aumentos da PA. Dados da i2agao Mundial
de Saude (OMS) em 2013 estimaram que 17 milhdepedsoas
morressem, por ano, devido a complicagfes cardiolaes e a PA
elevada (sistélical40 mmHg e/ou diastdlica90 mmHg). Além disso,

a hipertensdo esta relacionada com 45% dos infddomiocardio e

51% dos acidentes vasculares cerebrais, constitasdim, um grave
quadro para a saude publica. Em adicao, pesquizada pelo Centro
Nacional de Saude e Estatistica em Salde nosdsdthardos em 2010,
mostra que cerca de 40% das mulheres que entramenapausa

tornam-se hipertensas, o que aumenta suas chaacaepresentarem
problemas cardiovasculares. Embora o tratamenthifixtensdo seja
similar para homens e mulheres, a hipertenséo flemparece ser mais
resistente aos tratamentos (Kiet al, 2006), sugerindo que os
mecanismos de controle da PA possam ser diferentes homens e
mulheres.

Segundo Hart e Charkoudian (2014), ja é reconhegigoas
mulheres jovens tendem a ter menor PA e menay dechipertenséo,
em comparacdo com homens da mesma idade, contwo, oc
envelhecimento, a PA e o risco de hipertensdo teradaumentar e esta
tendéncia é particularmente pronunciada em mulltenemte o periodo
de menopausa.

O aumento na PA durante a menopausa sugere um papel
importante dos esteroides ovarianos na sua regui{@géget al, 2008).
Comparadas as mulheres na fase pré-menopausaasgaahenopausa
apresentam o dobro de risco de desenvolverem doeagdiovasculares
(Atsmaet al, 2006). Assim, com a menopausa as mulheres peadem
acdo protetora dos esteroides ovarianos contra asncds
cardiovasculares (Kallen e Pal, 2011), o que dauitgpara o risco de
desenvolvimento destas doencgas e torna-se, pqrtami@ importante
questado de saude publica.

Com relacdo as desordens cardiovasculares, oshinalgue ja
existem na literatura objetivam, em sua maiorieycess de mecanismos
hormonais de controle em longo prazo, como 0 s&tesmnina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) (Chapgtlal, 2008; Pendergrass
al., 2008). Mulheres apés a menopausa exibem aumardtividade da
renina plasmatica (Schunket al, 1997), mas o uso de bloqueadores
do SRAA, inibidores da enzima conversora de anggita (ECA) ou



bloqueadores de receptores AT1 ndo séo frequenterasados para
tratar a hipertensdo pdés-menopausa (Wassertheile3reo al, 2000).

O Joint National Committe¥| and VIl Guidelinesecomenda o uso de
diuréticos ep-bloqueadores em pacientes com hipertensao eslsencia
Um dos mecanismos pelos quais o estradig) é§e como protetor
cardiovascular é diminuindo a expresséo dos rempfl 1, bem como

a expressdo da ECA (Nickerag al, 1998; Gallagheet al, 1999). Por
outro lado, dados experimentais mostram que a dsimigio de
losartan, um antagonista AT1, reduz, mas ndo namal PA de ratas
hipertensas na menopausa. Assim, conclui-se queRAASpode
contribuir para a hipertensédo na menopausa, mag ad@mico mediador
neste processo (Yanest al, 2010). Um possivel candidato nessa
mediacdo é o barorreflexo, um mecanismo de contég@o da PA,
gue ainda né&o foi estudado neste contexto da masapbem como na
associagdo entre menopausa e estresse.

O barorreflexo opera por meio de sensores (meczseptores
denominados barorreceptores) localizados nas astédrotidas e arco
aortico e que sdo estimulados pelo estiramentoadedp desses vasos
em condi¢Bes de aumento da presséo arterial (Ghegilal, 1995). As
informacdes geradas por esses receptores sdo aemlpelos nervos
depressor aodrtico e sinusal até uma importantégeda superficie
dorsal do bulbo denominada nucleo do trato smitMTS) (Baileyet
al., 2006;Guyenet, 2006). Essa regido é de fundaimengertancia
para o processamento e transmissdo das informpgdi#éricas para
outras areas do tronco cerebral envolvidas cormtrale da PA. Neste
sentido, as informacdes provenientes dos baron@esp sdo
processadas no NTS e entdo enviadas ao nucleo wambigiicleo
dorsal do vago, por meio de uma projecdo excit@dntrolando o
tbnus vagal (sistema nervoso parassimpatico) sabrecoracao
(Dampney, 1994).

Além disso, do NTS partem projecbes excitatoriasa pas
neurdnios gabaérgicos da regido caudal ventroladerdulbo ¢audal
ventrolareral medullaCVLM) (Guyenet, 2006; Schreihofer e Guyenet,
2003), os quais exercem acao inibitdria tdnica esas neurbnios pré-
motores simpéticos da regido rostral ventrolatel@lbulbo (ostral
ventrolateral medullaRVLM) (Schreihofer e Guyenet, 2003; Huber e
Schreihofer, 2011). Assim, o comprometimento da ¢dion do
barorreflexo poderia atuar como elemento permissiam
estabelecimento de alteragbes primarias de outresamismos de
controle da funcdo cardiovascular, por ndo modwaratividade
simpatica e parassimpatica de modo adequado. A c¢dedula



sensibilidade barorreflexa pode produzir aumento ldhilidade
(variabilidade da PA a curto-prazo) diante de difides atividades
diarias interferindo na funcéo cardiovascular néreapodendo até
mesmo comprometer o funcionamento de diversos srgaosituacdes
especiais. Os achados de Eto e colaboradores, 2@@8em que uma
labilidade elevada da pressao sanguinea, independien nivel de
presséo sanguinea média, prejudica a funcao erdigela inibicdo da
producdo de 6xido nitrico, 0 que pode contribuiapa surgimento de
hipertensédo devido ao aumento do tdnus vascular.

Diversos modelos experimentais que desenvolventthipsiio
possuem reducédo do controle barorreflexo, sendo egte pode
contribuir para o surgimento e/ou comprometimento guadro
hipertensivo. Portanto, torna-se importante o estde alteracdes do
controle barorreflexo na progressdo da menopaasa,gmtendermos os
mecanismos que levam a possiveis aumentos da PAudimeres nesta
fase.

A hipertensdo na menopausa tem mdltiplas etiologiasfato
de mulheres na menopausa apresentarem hiperteéfioesistente ao
tratamento indica a necessidade de estratégigsétaizas diferentes.
Dessa forma, entender 0os mecanismos pelos quaipeaehnsédo se
instala na menopausa é essencial para a aberturavde perspectivas
de tratamentos alternativos. Sabemos que a lorapwiddessa
populacdo de mulheres na menopausa ¢é alta e, fportamecessario que
se busque melhorias nas terapias para hiperteas@msequentemente
na prevencao do surgimento de doencas cardiovassassociadas.

1.3 Variabilidade da presséo arterial sistélica e da fquéncia
cardiaca como ferramenta para avaliacdo do sistenr&ervoso
autbnomo

A manutencédo do controle cardiovascular tem agigaigdo do
sistema nervoso autbnomo, o qual prové aferénaagosas para o
coracao, na forma de terminacdes simpéticas em todoracéo, e
parassimpaticas para o nodo sinusal, nodo atringelar e miocardio
atrial (Aubertet al, 2003). O cora¢do ndo pulsa com a regularidade de
um relégio, portanto, alteracdes na FC, definidaaavariabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC), séo fisioldgicas e agord capacidade do
coracdo em se adaptar aos varios estimulos figiol®ge ambientais,
como a respiracdo e diversas formas de estimutossssres, como
distdrbios produzidos por doencas (Caruana-Monta&tal, 2000;
Rajendra Acharyaet al, 2006). Embora o organismo seja capaz de



corrigir variacdes abruptas de parametros fisicldgi sabe-se da
existéncia de certa variabilidade da PA em tornondeis médios
(Baselli et al, 1986; Ceruttiet al, 1991). Para um observador
inexperiente, o padrao de variacdo de uma sequimsfzoral de PA, ou
FC, batimento a batimento, pode parecer, esserai#dmncom um ruido
branco. Entretanto, estudos de variabilidade dae P& FC no dominio
da frequéncia (andlise do espectro de variaca@jaieva existéncia de
componentes oscilatérios na variabilidade, tantd®8aquanto da FC,
nao apenas em seres humanos mas também em divecstEsos
experimentais (Akselrodt al, 1981; Ceruttiet al, 1994; Task Force,
1996; Persson, 1997).

Pelo menos dois componentes oscilatérios, em freipe
distintas, podem ser claramente identificados rspearos das séries
temporais de PA e FC (Pagatial, 1986), recebendo a denominacdo
de variabilidade de baixa frequéncia LF (low fregqmg e de alta
frequéncia HF (high frequency). O componente HFresmonde a
frequéncia respiratéria e € impulsionada pelo nerago, como é
indicado pelo forte padrdo respiratério dos motodeos vagais
cardiacos no nucleo ambiguo (Rentetoal, 2002), indicando uma
modulagéo parassimpética para a FC (Japuredzid 1990; Ceruttiet
al. 1991; Mallianiet al 1991). O componente LF tem sido associado
com a modulacdo simpatica da atividade marca-peastiaca, pois
diversos estudos apontam que intervencgfes agudasawguentam a
atividade nervosa simpética, como perturbacOestéttoas (Floragt
al., 2001; Fuet al, 2001) e estresse mental (Middlekaefffal, 2001)
também aumentam o componente LF da poténcia esbelzr FC
(Malpas, 2002). Dessa forma, o estudo da variaitdda PA e da FC
representa uma ferramenta extremamente (til pamvadiacdo da
atividade autondmica simpatica e parassimpatichwmanos (Lefrandt
et al, 2000; Watkinset al, 2000) e em modelos experimentais (Van
Vliet et al, 2002; Fazan, Jet al, 2005) e foi utilizada neste projeto
para determinacdo da modulagdo autondmica da R& eniratas com
falha ovariana submetidas ou néo ao ECI.

1.4 VCD: Modelo experimental de menopausa

O envelhecimento reprodutivo em fémeas de mamiféros
caracterizado pelo declinio progressivo na feddig, que é atribuido a
perda dos foliculos ovarianos e diminuicdo da dadik dos mesmos,
defeitos uterinos relacionados ao envelhecimenddtezacdes no eixo
neuroenddcrino (Danilovich e Sairam, 2006).



O estudo da menopausa requer modelos experimerdaess,
gue tenham similaridades nos aspectos enddcrinegreenddcrinos da
biologia ovariana humana e possam mimetizar 0s epsmS que
ocorrem nessa fase. Wise e colaboradores (2002)taapoevidéncias
gue sustentam o modelo de menopausa em roedoresevgnto que
antecede a menopausa, 0 aumento dos niveis plessnd@te FSH,
ocorre tanto em mulheres quanto em ratas; 2) cdpadie secrecdo do
hormonio luteinizante (LH) é alterado em ambasnasgie elas entram
no periodo de aciclicidade; 3) a duracéo do cidastrual (mulheres) e
estral (ratas) se torna variavel na perimenopapgdendo ser mais
longos ou mais curtos nas mulheres, enquanto t&s oaorrem fases
de estro ou diestro mais prolongadas; 4) assim cogwre nas
mulheres, as ratas na perimenopausa néo apresguéga precoce dos
niveis de estradiol, eles permanecem constantesatéu mesmo
aumentados; e 5) ocorre uma atenuacao da habild@dstradiol em
estimular os picos de LH, tanto em mulheres nangropausa quanto
em ratas de “meia-idade”. Por todas essas razéesedores vém sendo
considerados modelos experimentais para o estudonef@opausa,
possibilitando extrapolagbes para o entendimentcemgelhecimento
reprodutivo humano.

Clinicamente, a menopausa é definida como a cessdga
ciclicidade menstrual espontanea por pelo menosamon(Wuet al,
2005). Atualmente, o modelo mais usado para estadoenopausa é o
da ovariectomia, o qual é uma retirada brusca d@wias e nado
mimetiza a progressao natural da perimenopausaapaenopausa, um
processo gradual pelo qual a maioria das mulheresape que se inicia
entre as idades de 40 a 45 anos. Como alternadiviag modelo
experimental para menopausa em ratas tem sidzaditili

A exposicdo de animais ao composto quimico 4-
vinilciclohexano diepéxido (VCD) leva a falha gratiuda funcéo
ovariana, resultando em deplecdo de foliculos, gues retém tecido
ovariano residual, assim como ocorre na mulhernd@ra menopausa
(Springeret al, 1996; Kaoet al, 1999; Mayeret al, 2004). Esse
composto destrodi seletivamente os foliculos prifaisce primarios por
meio da aceleracdo do processo natural de at@gialér (apoptose),
levando, ao longo do tempo, ao aumento nos nieelsSH, exatamente
como ocorrem em mulheres na perimenopausa (Lukefadlr, 2012).
Portanto, a falha ovariana prematura ocorre pgitedao dos foliculos
ovarianos e consequentemente leva a queda dos migegstradiol e
progesterona, ja que os foliculos sdo os principagdutores dos
horménios ovarianos.



De acordo com as constatagdes de Reis e colabesa@®14), os
niveis de FSH em ratas come¢cam a aumentar aos9@uids o inicio
da administracdo do VCD (dado néo publicado). Oestado,
utilizando camundongas, mostra que aos 120 diss@jicio da
administracdo do VCD, os niveis de FSH estéo awadest coincidindo
com a reducgao significativa no nimero de folicalosais (Mayer at al.,
2002). Considerando que os niveis de FSH aumentdimai da
perimenopausa em mulheres (Burgeal, 1998), a idade escolhida, 80
dias, para estudo da perimenopausa em ratagleeatdrdo, visto que
esse parece ser o final do periodo de transic@erifaenopausa para
menopausa em ratas (Reis at al., 2014). O seguerédmp escolhido
para o estudo nos animais foi 180 dias apds midizitratamento com
VCD, fase caracterizada como menopausa. Mayerdaadores
(2002) mostraram que o numero de foliculos prinaisd® primarios ja
esté reduzido no trigésimo dia ap6s o inicio daimidiracdo de VCD,
enquanto que os foliculos secundarios e os de @stédb reduzidos no
sexagésimo dia, mantendo-se reduzidos até o #giem sexagésimo
dia, periodo no qual o estudo foi finalizado.

As concentragdes séricas de progesterona, testoster di-
hidrotestosterona nas ratas submetidos ao tratancemt VCD estéo
reduzidas no dia 80 apds o inicio do tratamentguamo que o
estradiol e o FSH ndo estao alterados (Bie#d, 2014). A concentracao
de estradiol ndo apresenta reducdo, porém umcestodtra que a
variabilidade deste estd aumentada entre os anistislados no dia
360 (Mayeret al, 2002). Portanto, o entendimento do centésimo
octagésimo dia como periodo definido como menopausmseada no
aumento do FSH e na deplecdo folicular avancadeonignada na
literatura.

A menopausa ocorre durante o envelhecimento edwtgnpo,
um desafio metodolégico para se separar as inflagnta idade e
aguelas provenientes da chegada da menopaus& Bstea vantagem
do modelo VCD, pois além de ser similar a menopdisgzdgica no
que diz respeito aos eventos ovarianos, a falhaiamea ndo é
acompanhada do processo de envelhecimento, ja qu®0oeSsS0 se
instala com apenas trés meses apds a administlacd@D (Mayeret
al., 2004). Assim, este é um modelo interessante garafazer
inferéncias sobre a dindmica da perda folicularees sefeitos nas
mulheres em menopausa. Nosso principal objetivoaracterizar a
funcéo cardiovascular neste modelo de menopausacguéssociado ao
estresse. Caso estes animais apresentem hipertensiteracdes dos
mecanismos de controle da PA que possam levar extémsao, este



modelo poderd ser uma excelente ferramenta pastudcefuturo dos
mecanismos de acdo dos esteroides ovarianos nag&guda funcao
cardiovascular associada ao estresse.

15 Estresse e atividade simpatica

A integridade dos sistemas fisiolégicos de um adsgao depende
da sua capacidade de responder a estimulos estsgoe podem ser
definidos em dois tipos: interoceptivos ou fisi@gxteroceptivos ou
psicolégicos (Dayagt al, 2001). Os estressores caracterizados como
fisicos, sdo aqueles que podem causar, diretamenteijptura da
homeostase, como por exemplo, a hip6xia, hemorradgfaccoes,
traumas, entre outros, enquanto que os estimula®ldmicos séo
aqueles que representam uma ameaga, como por exerapl
visualizacdo de um predador [para revisdo (Dam@2e5)].

Sendo assim, o0 estresse pode ser definido comaogumgral
alteracdo fisiolégica ou psicolégica que altera @eméostase do
organismo (Selye, 1936). Diferentes estimulos sstires (psicolégico
ou fisicoffisiolégico) produzem importantes mudancamportamentais
e fisiolégicas. Dentre elas, pode-se destacar @ndelt/imento de
transtornos mentais como depressdo, ansiedade quizasenia
(Steenbergeret al, 1991; Ottenwelleet al, 1992; Rodgers e Cole,
1993), bem como hipoatividade e anorexia ou peedaedo (Desst al,
1989; Blancharekt al, 1990; Woodmansest al, 1993). A manutencéo
homeostatica do organismo necessita de continuaptaades
comportamentais, autonémicas e enddcrinas queotamtios distlrbios
decorrentes de estimulos estressores internos tunes (Aguilera,
1998).

Véarios sinais indicativos de estresse sdo integraum eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA). Esses sinaisveogem para uma
via comum, representada pelos neur6nios da diyséwocelular do
nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) (Ulfidlai e Herman,
2009). Os neurbnios do PVN sintetizam o hormonkerhdor de
corticotrofina (CRH), que é entéo liberado na eming mediana e liga-
se aos seus receptores de membrana nos corticotdafohipodfise
anterior. Como resultado ocorre o0 aumento da I@@rada pro-
opiomelanocortina (POMC), o peptideo precursor dalécula do
hormbénio adrenocorticotréfico (ACTH). O ACTH libela na
circulagdo, atua sobre seus receptores localizadaona fasciculada,
no coértex da adrenal resultando na sintese e $ecretps
glicocorticoides, predominantemente, corticosteroms roedores e
cortisol nos primatas (Badiargt al, 1995). Além disso, estimulos
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estressores induzem, rapidamente, aumento na aatesidutonémica,
com coativagdo simpatica e parassimpatica (Baudi®97),
promovendo alteragdes rapidas nos estados fista$gipor meio da
inervacdo de érgdos alvo e liberacdo de epinefpelas adrenais
(Ulrich@Lai e Herman, 2009).

O PVN é um importante nucleo integrador que padictda
regulagéo da atividade de nervos simpéticos (AN&) pressao arterial
(PA). Seus neurbnios parvocelulares enviam pregcpara o0s
neurbnios pré-motores simpaticos da regido rostesitrolateral do
bulbo fostral ventrolateral medullaRVLM) (Porter e Brody, 1986;
Coote al. al., 1998; Pyner e Coote, 1999; TagaWarapney, 1999) e
para a coluna intermédio lateral (CIL) (Saper &876; Swanson e
Kuypers, 1980; Shaftoet al, 1998; Badoer, 2001). Os neurbnios pré-
autondémicos do PVN expressam todos 0s subtiposeciptores de
aminoacidos ionotropicos excitatorios (Hermat al, 2000). A
microinjecdo de glutamato no PVN promove aumentANS, PA e
frequéncia cardiaca (FC) em ratos ndo anestesiddasnan e
Yamashita, 1989; Martin e Haywood, 1992) e anesdesi (Katafuchét
al., 1988, Liet al, 2006). Em contraste, o acido gama-aminobutirico
(GABA) é um importante regulador tdnico, inibitorida atividade
neuronal do PVN (Decavel e Van den Pol, 1990). digecdo de
bicuculina, um antagonista do receptor GABA-A, n¥NP evoca
aumentos consideraveis na PA e FC em ratos arakiss{(Zhang e
Patel, 1998; Liet al, 2001; Li e Patel, 2003) e em ratos nao
anestesiados (Martin e Haywood, 1992; Schleekeal, 2001; Cruz e
Machado, 2009), sugerindo que o PVN esta tonicamsoth influéncia
inibitoria.

Estudos demonstram que o PVN apresenta uma maior
contribuicdo para os niveis de repouso da ANS efAarios modelos
de hipertensdo. Em ratos submetidos a privacadcer@e agua, o que
eleva a ANS e PA, o aumento da ANS depende daridéete dos
neurdnios do PVN, uma vez que a inibicdo aguda Wdhl Pela
microinjecao bilateral de muscimol, um agonista @A8, produz uma
maior reducdo da ANS renal e PA, em relacdo aass rabntroles
(Stockeret al, 2004). Adicionalmente, a privacdo de agua aumant
expressao de Fos, um indicador da ativacdo neuyremaheurénios do
PVN com projecBes identificadas para o RVLM e paranedula
espinhal (Stockeet al, 2004b). Dessa forma, um aumento da atividade
neuronal do PVN induzido por exposicdo crbnica adaga fatores
estressores pode ocasionar um aumento da ativisiaggtica para
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vasos sanguineos e coracgdo, elevando o risco @evidsamento de
hipertensao e doencas cardiovasculares.

Interessantemente, as alteracbes do eixo HHA eegalagéo
autonémica evocadas pela exposicdo cronica acssstdependem de
fatores como a previsibilidade, a intensidade ataraza do estimulo
estressor. Em concordancia, Dal-Zotto e colaboesdof2000),
demonstraram que animais expostos ao nado forgad@Q minutos
durante 14 dias apresentam recuperacdo mais rdaglaoncentracdes
de corticosterona no ultimo dia de exposi¢cdo, qoarwmparados a
animais submetidos ao mesmo estresse uma UnicRadanto, quando
animais sdo submetidos repetidamente ao mesmgsstrpode ocorrer
habituagdo. Uma alternativa para que isso ndo a@a utilizacdo de
um protocolo de estresse crénico imprevisivel (EE$te € um modelo
ja validado na literatura, utilizado para mimetieatados de depresséao
(Zhanget al, 2012), mas que também pode contribuir no esttaento
de mecanismos relacionados as respostas ao eg®sse relagdes com
doencas cardiovasculares. No ECI, os animais géicsua um periodo
cronico, durante 2 semanas ou mais, a estressop@gvisiveis tais
como restricdo de movimento, privagcao de alimenexmosicao a luz
continua (Willneret al, 1987). Este tipo de estresse resulta em anedonia
(diminuicdo da resposta a estimulos prazerosodilicé® da atividade
locomotora, aumento da frequéncia cardiaca e dast&@impatico
cardiaco (Grippet al 2003).

Além das consequéncias supracitadaBayramgurle e
colaboradores (2015) relataram que ratos submedinl&C| apresentam
alteracdes cardiovasculares, como aumento da diglagle endotelial
aos efeitos vasoconstritores da fenilefrina emaas@o com hipertrofia
das camadas intima e média da aorta e diminuicAexpeesséo da
enzima Oxido nitrico sintase endotelial. Além djssapresentam
hiperlipidemia (Neve®t al 2009), elevacédo da frequéncia cardiaca de
repouso e reducdo na variabilidade da FC (Goéiidl, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar se a falha ovariana precoce, causada peantento com VCD
altera o controle autondmico do sistema cardiovas@pds exposicao
ao estresse crbénico imprevisivel.

2.2 Objetivos especificos

- determinar os niveis basais da PA sistélica,tdliaa, média e da
frequéncia cardiaca,;

- analisar a variabilidade da PA e FC no dominifrelguéncia;

- determinar a sensibilidade ou ganho do baroxeftspontaneo;

- avaliar a sensibilidade barorreflexa;

- avaliar a contribuicdo do sistema nervoso simpéata manutencdo da
PA;

- determinar a responsividade dos receptores altesdulares.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Cento e vinte e nove ratas Wistar com vinte e wm de idade,
provenientes do biotério da Universidade FederalSdata Catarina
(UFSC) foram recebidas em 5 lotes e alojadas médd do
Laboratorio de Neurobiologia do Comportamento (LABNCFS,CCB,
UFSC, BIO066). Os animais foram randomicamenteribigtios em
caixas de polipropileno branco (50 x 30 x 10 cnoynccobertura de
maravalha, cinco animais por caixa e ambientadds cmndi¢cdes
controladas de temperatura (21°C + 2), exaust@mnabsidade, sendo
essa mantida em ciclo invertido, com lampadas égads 18h e
desligadas as 06h. A limpeza das caixas e trocaatavalha foram
procedidas trés vezes por semana e durante todmdperdos
experimentos, agua e racédo (BioBase Ltda) foramodibilizadasad
libitum. Todos os protocolos e procedimentos experimergkisvos ao
projeto foram aprovados pelo Comité de Etica no dsoAnimais
(CEUA) da UFSC sob o numero de protocolo PPO083R@842.

3.2  Farmacos utilizados, concentracdes e vias de adngimacao

-VCD (160mg/kg), Sigma - Aldrich Brasil Ltda, dild em 6leo de
milho e administrado por via intraperitoneal,

-Cloridrato de cetamina (90mg/kg), Syntec do Brasdiministrado por
via intraperitoneal,

-Cloridrato de xilaxina (10 mg/kg), Syntec do Bltasadministragédo
intraperitoneal.

-Fenilefrina diluida em solugdo salina a 0,9%, fmministrada
intravenosamente nas doses de 2, 4, 8 e 16 pggkg cbmo nas doses
de 1,5, 10, 50, 100, 150 e 200ug/kg.

-Nitroprussiato de sédio diluido em solucdo salk@?6 nas doses de
4,8,16 e 32 pg/kg foi administrado por via intravsm

-Cloreto de hexametbnio (25mg/kg, Sigma - Aldricha®dl Ltda foi
administrado por via intravenosa.
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3.3 Inducéo da falha ovariana

Apb6s completarem 28 dias de vida, os animas foraididos
em dois grupos: inducdo da falha ovariana (VCDpmtrole (CTL), e
entdo cada fémea recebeu intraperitonealmente jegéon contendo 4-
vinil ciclohexano diepdxido, 160mg/kg (VCD, Sigma3630) ou dleo
de milho (CTL) durante 15 dias consecutivos. A deseplhida, a via e
0 periodo de administracdo foram baseados em asprduios (Mayer
et al, 2004; Acostat al, 2009; Rei®t al, 2014;).

Apbs o periodo de administracdo do composto, omasi
foram novamente divididos em quatro grupos: coatdm 80 dias
apos o0 inicio da administracdo do Oleo de milho L{(80),
perimenopausa com 80 dias ap6s o inicio da admsigé&t do VCD
(VCD/80), controle com 180 dias ap0s o inicio deniaistracdo do 6leo
(CTL/180) e menopausa com 180 dias ap6s o inicaddanistracdo do
VCD (VCD/180). Dez dias antes do protocolo cirlogigpara
implantacdo de cateteres nos vasos femorais, caga ¢i novamente
subdividido em dois grupos: com estresse cronigoemisivel (c/ECI) e
sem estresse cronico imprevisivel (s/ECI).
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3.4 Grupos experimentais

Figura 1. Divisdo dos grupos experimentais
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3.5 Estresse crbnico imprevisivel

Exatamente dez dias antes da execucao do protoicotgico
para cateterizagdo dos vasos femorais, 0os anim@sfsubmetidos ao
protocolo de estresse crbnico imprevisivel, modélovalidado na
literatura (Willner et al, 1987; Grippoat al, 2003; Zhanget al,
2012), que consistiu na aplicacdo, duas vezes aodeli diferentes
estimulos estressores ao longo de dez dias (adag@adrtizet al,
1996). Os estimulos utilizados foram:

Imobilizacdo: o aparato utilizado para imobilizacdo consiste lam
cilindro de PVC branco de 20 cm de comprimentocen6de diametro,
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com uma das extremidades parcialmente fechadaaspsmm uma
abertura central para exteriorizar a cauda do dnénevitar que esta
permane¢a em uma posicdo desconfortavel, evitestdesse maior que
o desejado e a outra, com Varias aberturas pardagéo de ar.
Nado for¢cado: Os animais foram colocados em tanques de PVC opaco
(marrom) com capacidade para 50 L e preenchido égma a
temperatura ambiente (25 £ 2 °C), de maneira qoauda do animal
nao encostasse no fundo do recipiente. Ao final5dminutos, os
animais foram cuidadosamente secos e recolocadssastaixas.
Isolamento frio: os animais foram colocados em caixas sem margvalha
agua ou comida, no refrigerador para que fossenostop a uma
temperatura de 4 + 2°C durante 60 min, ao térméasse tempo, foram
devolvidos as suas caixas e as condicdes idedésgeeratura.
Privacéo hidrica e alimentar: Os animais permaneceram em condicdes
ideais de temperatura e exaustdo e durante 12, lasrgsrrafas de agua
e a racgéo foram retiradas das caixas, ao finakdesspo, a racdo e a
agua foram repostas.
Inversdo do ciclo circadiano: os animais foram mantidos em suas
caixas e acondicionados em uma sala com condigdeigsi de
temperatura e exaustdo onde o ciclo circadianoirfeertido: luz
apagada no periodo escuro ou luz acesa no petlaydo c

O protocolo detalhado e a ordem de aplicacdo dibsides
estressores encontram-se no quadro a seguir:
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Quadro 1- Protocolo de ordem de aplicagéo e tipos de ekigrastressores
utilizados.

DIA TIPO DE ESTRESSE HORARIO

1 Imobilizagdo por 60 minutos Manha
Natacao forgcada por 5 minutos Tarde

2 Isolamento/frio por 60 minutos Manha
Luz apagada a noite Noite

3 Privacao hidrica e alimentar Manha
Imobilizacdo por 60 min Tarde

4 Natacao forgada por 5 minutos Manhéa
Isolamento/frio por 60 minutos Tarde

5 Luz acesa de dia Manhé e tarde
Privacéo hidrica e alimentar Tarde

6 Imobilizacio por 60 min Manha
Natacao forgcada por 5 minutos Tarde

7 Isolamento/frio por 60 minutos Manha
Luz apagada a noite Noite

8 Privacao hidrica e alimentar Manha
Imobilizacdo por 60 min Tarde

9 Natacao forgada por 5 minutos Manhéa
Isolamento/frio por 60 minutos Tarde

10 Luz acesa de dia Manhé e tarde
Privacao hidrica e alimentar Tarde

3.6 Implante das cénulas vasculares

Um dia antes das afericbes dos parametros cardigdeass,
todos os animais foram submetidos a cirurgia pagante de canulas
na artéria e veia femorais, protocolo amplamentelapara aquisicao
de pardmetros hemodindmicos e administracdo de acésn
respectivamente (Silvat al,, 2009; Losurdet al, 2015; Pourshanazari
et al, 2015). Os animais foram anestesiados com cesa(@D mg/kg,
i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.) e foram avaliadus reflexos palpebral,
pupilar e interdigital e entdo, com o animal emanpl anestésico
cirurgico foi feita a tricotomia da regido dorsacapular e da face
medial da coxa esquerda. A assepsia da regidedbiada com etanol
70% e alcool iodado 0,1%.

Uma incisdo foi feita na face medial da coxa estpecom
tamanho médio de 1cm, os vasos femorais foram edits®cados,
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expostos e cateterizados com canulas de poliefietnm (PE50) para
veia e PE50 soldado a polietileno 10mm para artérjgorcdo de PE50
exterior ao vaso foi conduzida subcutaneamente dtfso do animal e
exteriorizada entre as escapulas. As incisdes fetgoradas de forma
que o as canulas permanecessem fixadas ao doesondal, permitindo
que o registro da pressdo arterial se desse deirmane o animal
pudesse estar acordado e em livre movimentacao.

Apos a cirurgia, os animais foram acondicionadosala do
experimento em gaiolas individuais, sob lampadearidescentes de 40
Watts para que a temperatura ambiente se mantiviessenente
aumentada durante o periodo de recuperacdo anasesipos estar em
estado consciente e movimentando-se, foram mangdo<ondicbes
controladas de luminosidade, temperatura e exaukstéante 24h para
recuperacdo. No decorrer desse periodo os anin@i®apeceram
recebendo racdo e agaa libitum

3.7 Parametros cardiovasculares e autondémicos

A avaliacdo de parametros cardiovasculares foizagd aos 80
dias (grupos 1 a 4) e 180 dias (grupos 5 a 10) apdsicio do
tratamento com VCD ou 0Gleo. Para isso foram nedessdois dias de
registros. No primeiro ocorreu o registro basal domrametros
cardiovasculares e a avaliacdo do barorreflexonpeio de farmacos
vasoativos, enquanto no segundo dia houve a afalidg contribuicdo
do sistema nervoso simpético para vasculatura bemmoc a
responsividade dos receptores vasculare$-adrenérgicos. O
detalhamento da avaliacdo de cada parametro eacoos topicos a
seguir.

3.7.1 Registros da pressao arterial e frequéncia cardiac

No dia seguinte ao procedimento cirlrgico, primeaiia de
registros, os animais, dentro de suas caixas, fatajados no interior
de uma gaiola de Faraday e entdo, a canula arferipteenchida com
salina heparinizada (20:1) para evitar a formagioafgulos durante o
registro e entdo, conectada a um transdutor dsgod@\VsS Projetos,
Séo Carlos, Brasil), o qual, por sua vez, foi ctade a um amplificador
(Amplificador AECAD 04P, AVS Projetos). Os sinaia gressao
arterial pulsatil (PAP) foram adquiridos por umtesisa de aquisi¢éo
(PowerLab 15T, ADInstruments, Bella Vista, Aus@glie registrados
em um computador a uma frequéncia de aquisicackétz por meio de
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um software apropriado (LabChart v7.0, ADInstrursemella Vista,
Australia). Os valores das pressdes arteriais dliest (PAD), média
(PAM) e sistdlica (PAS) e da frequéncia cardiad@) (leram derivados
a partir dos sinais da PAP utilizando o softwaraaqi@sicao.

3.7.2 Analise da variabilidade da presséao arterial sistéda e
frequéncia cardiaca

A partir de trechos de 30 minutos de registrosvesa do
primeiro dia de aquisicdo dos parametros cardiavasdoi realizado o
estudo da variabilidade da pressdo arterial FstOfPAS) e da
frequéncia cardiaca (FC) como uma ferramenta paaaafiacdo do
tbnus autondmico para o sistema cardiovasculaarertodo o periodo
de registro, os animais ndo foram manipulados eegistros foram
realizados em uma sala isolada para evitar efgittesejaveis de ruidos
que poderiam estressar 0os animais.

As séries obtidas com valores médios da press&oiahre
intervalo de pulso, batimento a batimento, foramcessadas por um
software (LabChart) que aplica um algoritimo pagtedtar pontos de
infleccdo no sinal da pressdo arterial pulsatikieSéde intervalo de
pulso foram geradas a partir do sinal da PAP peldigho do intervalo
de tempo entre vales de presséao arterial sistidigacentes. Apds, series
batimento a batimento da presséo arterial sistéigstervalo de pulso
foram convertidas em ponto de dados com 100msdasaterpolacéo
spline cubica (10Hz). As séries interpoladas fordivididas em
conjuntos sequenciais semi-sobrepostos de 512 paidodados. A
regularidade dos segmentos foi inspecionada visrbrbuscando por
transientes que poderiam afetar o calculo da pistéda densidade
espectral e retirados da analise quando apresemtdigéorcdes do sinal
que poderiam comprometer o resultado (Petri, 2001; van de Borne
et al, 1997; Diast al, 2010).

Séries temporais da PAS (batimento a batimentop €@
(intervalos entre sucessivos valores da PAS, Qubdgeradas a partir
do sinal de presséao arterial pulsatil obtido, foearalisadas utilizando o
método da transformada rapida de Fourier (Zoccablaboradores,
2009). Para isso, foi utilizado um software apragpoi (CardioSeries,
versao 2.4, http://www.danielpenteado.¢pque permite a analise dos
dados no dominio do tempo e no dominio da freqaénci

Com relacdo a analise da variabilidade da PASietdovalo de
pulso (IP), cada componente foi caracterizado ela amplitude
(magnitude), expressa como poténcia e sua frequ@&aciespondente.
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Espectros de cada segmento foram obtidos e agrsigatlaim espectro
médio resultante para a PAS e IP. Os componentistésos foram
guantificados nas faixas de baixa frequéncia (L0520 — 0,75 Hz) a
gual representa componentes de modulagcédo simmatadta frequéncia
(HF - 0,75 — 3,0 Hz) que corresponde aos composeatgemodulacao
parassimpatica (Silvet al, 2015).

Figura 2. Sinal de PAP, pelo qual foram obtidas as derieagia PAM,
PAS, PAD E FC.
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3.7.3 Analise do barorreflexo espontaneo

A partir dos registros da PA e da FC, a sensildkda ganho do
barorreflexo espontédneo foram calculados por meitgdnica de analise
das sequencias. Para tanto, por meio de um softaprepriado
(CardioSeries, versao 2.4), foram detectadas, aticamente, rampas
espontaneas com progressivos aumentos ou dimirsuigée3 ou 4
valores da PAS, os quais apresentam alteracées@belp no intervalo
de pulso (IP, intervalo de tempo entre sucessivisop da PAP) com
uma correlacdo linear maior do que 0,8. Dessa foamasequencias
foram definidas comap sequenceguando aumentos na PAS estiveram
correlacionados a um aumento do IP ou calmwn sequenceguando
reducdes na PAS estiveram correlacionadas a umgaedio IP. A
partir dessas sequéncias, o ganho do barorref@aafculado como a
inclinagdo (ms/mmHg) da reta gerada pela regreiséar entre as
modificacdes correspondentes na PAS e no IP.
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3.7.4 Analise do controle barorreflexo da frequéncia caréhca

Durante o primeiro dia de registro, apds o perioasal de 45
minutos, foram realizados os testes para avaliasgosta da frequéncia
cardiaca e pressdo arterial média frente a estpdmlados
barorreceptores arteriais por meio de farmacos at@es. A
administracdo dos farmacos ocorreu por acesso @epos injecdesn
bolus de doses crescentes de fenilefrina (PE 2,4,8,1gug e
nitroprussiatro de (NPS 4,8,16,32 pg/kg). Essesndaos séo
frequentemente usados para avaliagdo da sendilalidarorreflexa em
ratos (Bearler, 2000). O volume das inje¢cbes nésuperior a 200 pl
por dose, para que ndo houvesse alteragcdo na tegpessora por
mudancas na volemia do animal. A administracdoionise com as
doses de fenilefrina de maneira progressiva, segp&las doses de
nitroprussiato de sddio, também de maneira progeesd intervalo de
administracdo entre as doses foi de 3 minutos tesupciente para que
a frequéncia cardiaca e a pressédo arterial médlaspam voltar aos
valores basais.

A diferenca entre o periodo basal e a respostala fé@maco
para PAM e FC, foi calculada usando o valor maxouominimo das
médias adquiridas de 2 em 2 segundos entre o iaffiio do efeito dos
farmacos menos a média de 10 segundos do pericdd daterior a
administracdo dos farmacos. O indice barorreflexaftdo calculado
dividindo a diferenca do efeito reflexo dos farmmama FC pela
diferenca do efeito vasoativo na PAM. A figura 8eguir, esquematiza
0 protocolo de avaliagdo descrito acima e a figlirapresenta um
exemplo de sinal grafico da bradicardia reflexduizida por fenilefrina
enquanto que a figura 5 apresenta um exemplo d¢ gmafico da
taquicardia reflexa induzida por nitroprussiatsddio.

Figura 3. Esquema de avaliacdo da sensibilidade baroreeffex meio da
adminitracdo dos farcamos fenilefrina e nitropratssde sddio.

BASAL PE 02 PEO4 PEO8 ER6 NPS04 NPS08 NPS16 NPS32

45min 3min 3min 3min 3min 3min 3min| 3min | 3min
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Figura 4. Exemplo grafico de bradicardia reflexa induzida fenilefrina.
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Figura 5. Exemplo grafico de taquicardia reflexa induzida pitroprussiato de
sadio.
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3.7.5 Avaliacdo da atividade simpatica vascular e respoigdade
dos receptoresu-1 adrenérgicos

No segundo dia de registro, apés 15 minutos de eantagiao,
foi administrado hexameténio (25mg/kg) de acordam ddishida, 2012
e esperado 5 minutos para iniciar o protocolo seguA amplitude da
alterac@o da presséo arterial média apds admiéstrde hexametonio
foi calculada usando a média de 10 segundos dad@a®AM menos o
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valor basal da média de 10 segundos anterior éaggalb do farmaco. A
figura 5 apresenta o sinal grafico da PAM ap6s nihtnacdo de
hexametdnio. Os animais foram submetidos ao prittqEara avaliacédo
da responsividade dos receptores vascutafesadrenérgicos de acordo
com Silvaet al. (2011). Para isso, 5 minutos apés a administrdgéo
hexametdnio, foram administradas sete doses ctescda fenilefrina
nas concentracdes de 1,5,10,50,100,150 e 200 egrkgim volume
méaximo de 200 microlitros por dose, com um intex\d# 5min entre as
doses, tempo suficiente para que a PAM retornasseniaeis basais
antes que a dose seguinte fosse aplicada. Ao ®@mhainiltima dose, o
registro foi encerrado e os animais foram anestesia encaminhados
para perfusdo com paraformaldeido e extragdo dotec

Para calcular a diferenca entre o periodo basalvalar da
PAM apds a administracéo de cada dose, foi usaddoo maximo da
resposta pressora evocada pela PE menos a médialbd segundos
anteriores a aplicacdo da mesma. A figura 6 esdimamea protocolo
descrito, a figura 7 apresenta as alteracbes gsafim PAm apos
blogueio ganglionar e a figura 8 apresenta um el@rgmfico da
avaliagdo, com 3 doses, embora o protocolo terddousete.

Figura 6. Esquema de avaliagcdo da avaliagdo da atividadeasica vascular
com a administracdo de hexametbnio e o protocol adaliacdo da
responsividade dos receptraed adrenérgicos vasculares pela administracéo
de doses crescents de fenilefrina.
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Figura 7. Sinal gréfico da alteracdo na PAM apds adminidtvage
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Figura 8. Exemplo grafico da avaliagdo da responsividade adrenérgica
vascular com fenilefrina.
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3.8 Perfusédo e extragdo de érgaos

Apos o término dos registros dos par&metros caadmyares,
0s animais foram anestesiados com uretana (1.8,d/pK), o qual tem
sido amplamente utilizado devido ao seu nivel e$tde longa duracao
da anestesia com efeitos minimos sobre os sistési@égicos ( Zheng
e Zhang , 2013 ) e foram avaliados os reflexosgadyd, pupilar e
interdigital. Com o animal em plano anestésicorgiap, foi realizada
coleta de sangue intracardiaca e para a coletaciios$ foi feita uma
incisdo longitudinal mediana na pele e musculatiniaiada na regido
pré-pubiana indo na dire¢do caudo-cranial até dibrém O sangue foi
centrifugado a 400G e o plasma armazenado a -20°C.

Auxiliado por uma pinga cirurgica o esterno foivaldo, e com
uma tesoura o diafragma foi perfurado e as costmasdas, com o
objetivo de expor o coracdo e realizar a perfuséitadardiaca. O
ventriculo esquerdo foi perfurado com uma agulhaectada a um
cateter ligado a frascos contendo solucdo de sa(d,25%)
heparinizada ou paraformaldeido 4% dissolvido erS FB1 M). Para
gerenciar a passagem das solucfes, a agulha catetergpossui um
adaptador que permite escolher qual dos liquida® gmssar pela
agulha e consequentemente para o animal. O adaptad@berto
somente ap0s pequeno corte no atrio direito do apipermitindo a
passagem de sacarose em uma quantidade suficiardergtirar o
sangue dos tecidos do animal (+ 200 ml). Em segiodaterrompida a
passagem da sacarose e permitida a passagem terpaldeido 4%,
até os animais ficarem rigidos (x 200 ml).

Posteriormente a perfusdo, os 6rgdos de interémsen
visualizados e identificados. Com o auxilio de ypimga e uma tesoura,
foram removidos na seguinte ordem: ovario esquergério direito,
adrenal esquerda, adrenal direita e coracdo erjposiente pesados.
Para remocé&o do cérebro, o animal j& eutanaziatlde€apitado e com
0 auxilio de uma tesoura, uma pin¢ca e uma espatulzrebro foi
removido. Depois da remocéao, os 6rgdos foram ffilgados, pesados e
fixados em PFA 4%, com excecado do cérebro que 24fvsle afixacéo
em PFA 4%, foi passado para uma solucéo de saca3®ésee mantido
refrigerado a uma temperatura de 4 °C pelo perdmlama semana,
qguando entdo foi imediatamente congelado com rtrogliquido e
mantido a -80°C para estudos futuros.
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3.9 Andlise estatistica

Para analise espectral foram utilizados o0s registoom
estacionaridade regular, além disso, quando apezaen pequenas
irregularidades, os segmentos n&o-estacionariosmforetirados da
andlise utilizando o software CardioSeries vZddos os dados foram
analisados estatisticamente usando o software GaghtiPrism 6.0 (San
Diego. Ca, EUA). Para todos os parametros foizatilo ANOVA de
duas vias com pOs teste @lakeyno caso de haver interacdo entre os
fatores VCD e estresse quando o pos teste nao confirmou a diferenca,
aplicou-se o Tesf€ de StudentOs dados estdo apresentados no texto e
gréaficos como média + erro padrdo da média. Panadlise estatistica
foram retirados osutliersde cada grupo e para isso a formula Média +
2 vezes Desvio Padrdo da Média foi aplicada patla canjunto de
dados, e os valores acima do valor maximo dado fdetaula ou os
valoros abaixo do valor minino dado pela férmularafo
desconsiderados para analise.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados avaliados aos 80 dias apds a administéacde
VCD ou 6leo (perimenopausa)

4.1.1 Peso corporal e massa ovariana

A massa corporal das ratas estudadas aos 80 dizs ap
administracdo do VCD ou 06leo controle foi similartre os grupos
estudados. A Figura 9 apresenta os gréaficos doseglCTL80 s/ECI,
227+16 g, n=15;CTL80 c/ECI, 228+15 g, n=17 VCD80 s/ECI,
217+12 g, n=12YCD80 c/ECI, 226%9 g, n=15, p<0,05; Interacdo: F=
1,08, P=0,30; Estresse: F=1,71, P=0,19; VCD= F5240,12)

Figura 9. Peso corporal (g) dos animais estudados 80 dia apiéio do

tratamento com VCD ou 6leo. Valores expressos comddia tepm. Two way
ANOVA, p<0,05.

400+
Q3 CTL

@& VCD

S/ Estresse C/ Estresse

O peso relativo dos ovéarios foi similar entre osupgs
estudados (Figura 10).CTL80 s/ECI, 0,025+0,005 %PC, n=22;
CTL80 c/ECI 0,026+0,007 %PC, n=22VCD80 s/ECI, 0,028+13



32

%PC, n=16; VCD80 c/ECI, 0,027+0,005 %PC, n=20, p<0,05;
Interacdo: F= 0,36, P= 0,54; Estresse: F=0,13,R5=0/CD= F=1,18,
P=0,28).

Figura 10. Peso relativo dos ovari@os animais estudados aos 80 dias apds o
inicio do tratamento com VCD ou 6leo. Valores egpms como média + epm.
Two way ANOVA, p<0,05.
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4.1.2 Parametros cardiovasculares basais

A analise estatistica mostrou efeito significante abtresse
sobre os niveis de pressao arterial média (PAM@paddente destes
terem sido tratados com VCD ou 6l€0T{.80 s/ECI, 108+7 mmHg,
n=10 vs CTL80 c/ECI, 118+4 mmHg, n=7VCD80 s/ECI, 110+8
mmHg, n=10vs VCD80 c/ECI, 11948 mmHg, n=10; p<0,0003;
Interacdo: F= 0,05, P=0,82; Estresse: F=6,39,0863; VCD= F=0,42,
P=0,51). Similarmente os niveis basais de presst&uiah sistdlica
(PAS) também sofreram efeito significante do es&e® 0s grupos
submetidos ao protocolo de ECI apresentaram aundesse parametro
quando comparados aos grupos ndo submetidos amc@mide ECI
(CTL80 s/ECI, 130+8 mmHg, n=1@s CTL80 c/ECI, 146+8 mmHg,
n=8, VCD80 s/ECI, 132+9 mmHg, n=10/s VCD80 c/ECI, 148+7
mmHg, n=8; p<0,0001; Interagdo: F= 0,007, P= OE33resse: F=32,35,
P=0,0001; VCD= F=0,38, P=0,54). Ja o0s niveis desgéi@ arterial
diastélica (Interacdo: F= 0,06, P= 0,80; Estredsel,35, P=0,25;
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VCD= F=0,01, P=0,89) e frequéncia cardiaca (Infea¢= 2,17, P=
0,14; Estresse: F=0,22, P=0,63; VCD= F=0,003, P=thantiveram-se
comparaveis entre 0s grupos estudados.

A tabela 1 resume os valores dos parametros besaidados
nos animais com 80 dias apds o inicio da admigi&trade VCD ou
6leo.

Tabela 1 Parédmetros cardiovasculares basais. PAM= Premsédal média;
PAD= Pressdo arterial diastdlica; PAS= Pressaoriartsistélica e FC=
Frequéncia cardiac®®® p= 0,0003 €®®®®p=0,0001, fator estresse, para
reducdo da PAM e PAS, respectivamente, nos gruxusss ao protocolo de
ECI em relagcdo aos grupos que ndo foram expostos8(s/ECIvs CTL80
c/ECI , e VCD80 s/ECWs VCD80 c/ECI). Valores expressos como média +
epm. Two way ANOVA, p<0,05.

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

CTL80 108+6 93+6 13048 370+34

s/ECI

CTL80 118+4%@¢ 9746 146+8@@C 383+34

c/ECI

VCD80 11048 9448 13249 376+37

s/ECI

VCD80 119+8%@¢ 97+10 148+Pe@c 362+48

c/ECI

4.1.3 Andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca nadominio
da frequéncia

Houve interagdo significante entre os fatores dtra&nto com
VCD” e ‘“estresse” sobre a poténcia espectral daddade baixa
frequéncia (LF) do intervalo de pulso (IP). Estdreao aumento
significativo no grupovCD80 c/ECI quando comparado ao controle
com estresse (479 nu, na® 30+11 nu, n=5), efeito esse nao
observado na comparag¢do com os outros gru@dd.80 s/ECI, 39+7,
n=7 eVCD80 s/ECI, 3819, n=10). O gréfico A da figura 11 mostra, em
unidades normalizadas (nu), a banda LF do IP dosas estudados
aos 80 dias depois do inicio do tratamento com ddBleo (Interacio:
F= 7,26, P=0,01; Estresse: F=0,003, P=0,95; VCE&; 88, P=0,02).
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De igual modo, houve interacdo significante ensefaiores
“tratamento com VCD” e “estresse” sobre a potéesigectral da banda
de alta frequéncia (HF) do IP, que teve reducanifgigtivo no grupo
VCD80 c¢/ECI quando comparado ao seu controle (575 nu, v&=7
70£11 nu, n=5), diferenca essa ndo observada ngatagéo com 0s
outros gruposTL80 s/ECI 61+7, n=7 é/CD80 s/ECI, 6219, n=10).
O gréfico B da figura 11 mostra, em unidades namadhs, a banda HF
do IP dos animais estudados aos 80 dias depoisido do tratamento
com VCD ou dleo (Interagdo: F= 5,07, P= 0,03; EBske F=0,28,
P=0,59; VCD= F=3,87, P=0,06).

Figura 11. Poténcia espectral do intervalo de pulso em bamdbaika (LF;
painel A) e alta frequéncia (HF; painel B), de satatudadas aos 80 dias apds o
inicio do tratamento com VCD ou 6leo. # intemadi®s fatores p=0,03 para
HF e p=0,01 para LF na comparagédo VCD80 c/&3TTL80 c/ECI. Valores
expressos como média tepm. Two way ANOVA com pétetale Tukey,
p<0,05.
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O balanco simpato- vagal caracterizado pelos \aldeerelacdo
LF/HF (CTL8O0 s/ECI, 0,81+0,30, n=7CTL80 c/ECI, 0,57+0,37, n=5
VCD80 s/ECI, 0,80+0,41, n=10YCD80 c/ECI, 1,12+0, n=9; p<0,05;
Interacdo: F= 3,60, P= 0,06; Estresse: F=0,08, H=0/CD= F=3,21,
P=0,08; figura 12) ndo apresentou diferenca sizatifia, embora o
valor de p para interacdo entre os fatores tenha sido proximo
significancia (p=0,06).

Figura 12. Relacdo LF/HF de ratas estudadas 80 dias apdsicm ido
tratamento com VCD ou 6leo. Valores expressos caomdia = epm. Two way
ANOVA, p<0,05.
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4.1.4 Andlise da variabilidade da presséao arterial sistida

A atividade simpatica para vasos, avaliada atrdeépoténcia
espectral da banda de baixa frequéncia da press@malasistolica
(CTL80 s/ECI, 9,18+5,16 mmHg n=8; CTL80 c/ECI, 11,26+3,9
mmHg , n=8 VCD80 s/ECI, 9,33+3,62 mmH{g n=8;VVCD80 c/ECI,
8,88%3,36, n=9; p<0,05; Interagdo: F= 0,80, P= OE3tresse: F=0,33,
P=0,56; VCD= F=0,62, P=0,43. Figura 13), ndo apresediferenca
significativa entre os grupos estudados.
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Figura 13. Poténcia do espectro da pressao arterial sist@iicdanda de baixa
frequéncia dos animais estudados aos 80 dias apdsiaistracdo de VCD ou
6leo. Valores expressos como média = epm. Two WE@WA, p<0,05.
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4.1.5 Contribuicdo simpdética para vasos

A resposta pressora apdés a administracdo do bldquea
ganglionar hexameténiaCTL80 s/ECI, 564 mmHg, n=10CTL80
c/ECI, 58+10 mmHg , n=7 VCD80 s/ECI, 57+4 mmHg, n=11;
VCD80 c/ECI, 5113, n=8; p<0,05; (Interacdo: F= 1,86, P= 0,18;
Estresse: F=0,98, P=0,44; VCD= F=0,59, P=0,32.Bidu4), vista pelo
delta da presséo arterial média manteve-se senelbatre 0s grupos
estudados.



37

Figura 14. Mudancas na presséo arterial média (PAM) prodszikla injecao
i.v. de hexametbnio (25 mg/kg). Valores expressmaa média £ epm. Two
wayANOVA,p<0,05.
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4.1.6 Avaliacdo da bradicardia e taquicardia reflexa

O indice médio de sensibilidade barorreflexdGC/APAM)
para bradicardia, ndo apresentou diferenca sigtifec entre 0s grupos
estudados, em nenhuma das doses de fenilefrinaiathadlas. A figura
15 apresenta os graficos desses valores de acomoacdose de
fenilefrina administrada e a tabela 2 apresentsatiges de F e P da
ANOVA.
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Figura 15. indice médio de sensibilidade barorreflexsFC/APAM) para
bradicardia reflexa induzida pela administracdo dizses crescentes de
fenilefrina. Painel A (O2g/kg) painel B (04ug/kg), painel C (08ug/kg) e
painel D (16ug/kg) em ratas estudadas aos 80 dias apds a attagéis de
VCD ou 6leo. Valores expressos como média + epmo Tway ANOVA,
p<0,05.
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O valor do indice médio de sensibilidade barorxeflpara
taquicardia AFC/APAM) provocada por administracdo de nitroprussiato
de sédio na dose de @8/kg, apresentou reducao significativa no grupo
VCD80 c/ECI em relagé&o ao VCD80 s/ECI, mas em sutcamparagdes
ndo houve diferenca significativa. Contrariamentedose de 3gg/kg
o tratamento com VCD aumentou o valor do indiceseesibilidade
barorreflexa, independente dos animais terem sidodm expostos ao
protocolo de ECI. As outras doses administradas odosaram
diferenca significativa no parametro avaliado. igufa 16 apresenta os
gréficos desses valores de acordo com a doserdgrogsiato de sédio
administrada e a tabela 2 apresenta os valoresde da ANOVA.
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Figura 16. indice médio de sensibilidade barorreflexsFC/APAM) para
taquicardia reflexa induzida pela administracdo dleses crescentes de
nitroprussiato de sédio. Painel A (@kg), painel B (08.g/kg), painel C (16
png/kg) e painel D (32pug/kg) em ratas estudadas aos 80 dias apds a
administracao de VCD ou 6leo. * fator VCD p=0,04rgpdose de 32g/kg na
comparacédo CTL80 s/E@sVCD80 s/ECI e CTL80 c/ECts VCD80 c/ECI;*
interacdo dos fatores, p=0,03 na comparacdo er@®8d s/ECI e VCD80
c/ECI na dose de OBg/kg. Valores expressos como média + epm. ANOVA
compos-testale Tukey seguido de TesteStudentp<0,05.
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Tabela 2 Valores de P e F da ANOVA para taquicardia e ibeadia reflexa
induzidas por administragbes de Fenilefrina(PE) igoprussiato de Sédio
(NPS).

Interagdo Estresse VCD

F P F P F P

PE 02 002 08 025 062 009 076
PEO4 | 009 075 147 023 1,89 023
PEO8 | 056 045 024 062 036 054
PE 16 1,12 029 078 038 061 044
NPS04| 0002 095 006 080 060 0,440
NPSO8| 487 003 027 060 0001 096
NPS16| 0,001 099 280 010 089 0,35
NPS32| 005 082 248 012 433 0,04
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4.1.7 Andlise do barorreflexo espontaneo

A sensibilidade barorreflexa avaliada pelo gantstovatravés
do método da sequéncia, utilizando-se séries de e@imentos,
manteve-se comparavel entre os grupos estudadok8(Q s/ECI,
1,25+0,47 mmHg/nfs n=10; CTL80 c/ECI, 1,05+0,24 mmHg/nis
n=8 VCD80 s/ECI, 1,09+0,29 mmHg/rﬁs n=11; VCD80 c/ECI,
1,24+0,34 mmHg/n?s n=8, (Interacdo: F= 2,26, P= 0,14; Estresse:
F=0,02, P=0,86; VCD= F=0,01, P=0,91, figura 17).

Figura 17. Ganho barorreflexo analisado pelo método da seimé&m ratas
estudadas aos 80 dias apds a administracdo de U@xo. Valores expressos
como média + epm. Two way ANOVA, p<0,05.
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4.1.8 Responsividade dos receptoras-1 adrenérgicos vasculares

A resposta pressora frente a estimulacdo dos mresput-1
adrenérgicos vasculares com doses crescentes itidriiga mostrou-se
comparavel entre os grupos estudados. A figura fi@santa esse
parametro e a tabela 3 mostra os valores de PacANODVA para esse
conjunto de dados.
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Figura 18. Resposta pressora frente a estimulacdo dos oeeept-1

adrenérgicos vasculares com doses crescentes itiefriea (01, 05, 10, 50,
100, 150 e 20(g/kg) em animais estudados aos 80 dias apoés a isthagao
de VCD ou 6leo. Two way ANOVA, p<0,05.
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Tabela 3 Valores de P e F da ANOVA para responsividaderdosptores.-1
adrenérgicos avaliada por administracdo de Feimize{PE).

Interagdo Estresse VCD

F P F P F P

PE 01 023 08 013 071 016 0,68
PEO5 | 024 062 408 005 00007 097
PE1I0 | 030 058 153 022 063 043
PE50 | 0002 09 097 033 304 0,09
PE100| 004 08 006 079 032 057
PE150| 053 047 243 012 144 023
PE200| 244 012 003 08 045 0,50
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4.2 Resultados avaliados aos 180 dias apds a adminigtéa de
VCD ou 6leo (menopausa)

4.2.1 Peso corporal e massa ovariana

Antes do protocolo cirdrgico para implantacdo deteteres
venoso e arterial, foi determinado o peso corpdca animais. A
Figura 19 apresenta a média dos pesos, em gramssgrdpos. A
analise estatistica revelou interacdo significaptdre os fatores
“tratamento com VCD” e “estresse” sobre este pan@meHouve
reducdo no peso dos animais do grup6D180 c/ECI quando
comparado aovCD180 s/ECI (247+24g, n=13vs 280+24g, n=14,
p<0,05), enquanto gque 0s outro grupos mantiveraroeseparaveis
(CTL180 s/ECI, 262+18 g, n=14CTL180 c/ECI, 255+20g, n=16,
p<0,05; Interacdo: F= 5,20, P= 0,02; Estresse: 541P=0,001; VCD=
F=0,75, P=0,39).

Figura 19. Peso corporal (g) dos animais estudados 180 dia aepdicio do
tratamento com VCD ou 6le.interacéo entres fatores, p=0,02 reducdo de
peso quando comparado ao VCD180 s/ECI). Valoresesgps como média *
epm. Two way ANOVA, p<0,05.
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Logo ap6s o segundo dia de registro dos parametros

cardiovasculares, 0os animais foram eutanasiad@® evarios foram
coletados, dissecados e pesados para verificacagddado VCD sobre
a massa ovariana (Figura 20). O peso relativoedmd reduziu nos
grupos tratados com VCIZTL180 s/ECI, 0,019+0,006 %PC, n=25
VCD180 s/ECI, 0,014+0,004 %PC, n=23;CTL180 c/ECI,
0,018+0,007 %PC, n=23%;s VCD180 c/ECI, 0,013+0,005 mg, n=22,
p<0,05; Interacdo: F= 0,02, P= 0,87; Estresse: 1I6:(?=0,68; VCD=
F=9,70, P=0,003).

Figura 20. Peso dos ovarios dos animais estudados aos 18@mbaso inicio
do tratamento com VCD ou 6leo** fator VCD p=0,00Qdando comparados
aos grupos controles.Valores expressos como mémiatEwo way ANOVA,
p<0,05.
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4.2.2 Parametros cardiovasculares basais

A andlise estatistica mostrou efeito significante ebtresse
sobre os valores basais de pressao arterial me&didl) os quais
mostraram-se aumentados nos grupos submetidooteqo de ECI,
independente de terem sido tratados com VCD ou(6l€a180 s/ECI,
105+15 mmHg, n=10vs CTL180 c/ECI, 117+10 mmHg, n=15
VCD180 s/ECI, 109+7 mmHg, n=09sVCD180 c/ECI, 115+9 mmHg,
n=11; p<0,0003; Interacdo: F= 0,81, P= 0,37; Ested=7,47,
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P=0,009; VCD= F=0,15, P=0,69). Similarmente os isiveasais de
presséo arterial diastélica (PAD) também sofreréaiicedo estresse, e
0s grupos submetidos ao protocolo de ECI apresantaumento desse
parametro quando comparados aos grupos hado submatidprotocolo
de ECI CTL180 s/ECI, 85+12 mmHg, n=10CTL180 c/ECI, 98+10
mmHg, n=9 VCD180 s/ECI, 94+6 mmHg, n=9;VCD180 c/EC],
102+10 mmHg, n=11; p<0,05; Interacdo: F= 0,72, P40 0Estresse:
F=12,59, P=0,001; VCD= F=4,53, P=0,03).

Jé os niveis de pressao arterial sistolica (lpferaF= 1,14, P=
0,29; Estresse: F=2,69, P=0,10; VCD= F=0,46, P90gt%requéncia
cardiaca (Interacdo: F= 0,04, P= 0,84; Estress®,35-P=0,55; VCD=
F=1,18, P=0,28) ndo sofreram efeito do VCD nem dtresse,
mantendo-se comparaveis entre 0s grupos. A Tabelprdsenta os
niveis médios da PAM, PAS, PAD e FC dos gruposdestos 180 dias
apos a administracdo de VCD ou 6leo.

Tabela 4 Parametros cardiovasculares basais. PAM= Premséioal média;
PAD= Pressdo arterial diastdlica; PAS= Presséoriartsistolica e FC=
Frequéncia cardiac®p= 0,009 para PAM na comparac&o entre 0s grupos nao
expostos ao protocolo de ECI com os expos@(‘%@ p=0,001 para PAD na
comparagdo entre 0s grupos ndo expostos ao protdedCl com os expostos.
Valores expressos como média + epm. Two way ANON&A),05

Grupos PAM PAD PAS FC (bpm)
(mmHQ) (mmHQ) (mmHQ)
CTL180 105+14 85+12 130+19 363+9
s/ECI
CTL180 117+1P¢  98+99@¢  142+11 354+44
c/ECI
VCD180 10946 9446 138+13 374451
s/ECI
VCD180 115+8°¢  102+1F®¢  140+10 369+22
c/ECI

4.2.3 Andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca nadominio
da frequéncia

Tanto a banda de baixa frequéncia (LEYI(180 s/ECI, 47+7
nu, n=10;CTL180 c/ECI, 4449 nu, n=12VCD180 s/ECI, 42+16 nu,
n=7; VCD180 c/ECI, 47+12 nu, n=9; p<0,05; Interacdo: F= 1,23, P=
0,27; Estresse: F=0,11, P=0,73; VCD= F=0,10, P9(guénto a banda
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de alta frequéncia (HF)CTL180 s/ECI, 53+7 nu, n=10;CTL180
c/ECI, 5649 nu, n=12 VCD180 s/ECI, 56+16 nu, n=7;VCD180
c/ECI, 53+12 nu, n=9; p<0,05; Interagdo: F= 1,23, P ORstresse:
F=0,11, P=0,73; VCD: F=0,10, P=0,74) do intervadopdilso (IP) ndo
tiveram diferenca significativa entre os grupogpdnel A da figura 21
mostra, em unidades normalizadas (nu), a bandaolli° @los animais
durante a menopausa, enquanto que o painel B mdatrdém em
unidades normalizadas, os valores da banda HF ddo#Panimais
estudados durante a menopausa.

Figura 21. Poténcia espectral do intervalo de pulso em barglabalxa
frequéncia (LF; painel A) e em banda de alta freqigg(HF; painel B), de ratas
estudadas 180 dias apés o inicio do tratamento ¢Gm ou 6leo. Valores
expressos como médiatepm .Two way ANOVA, p<0,05.
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O balanco simpato- vagal (Figura 16), caracterizpetos
valores da relagdo LF/HFCTL180 s/ECI, 1,10+0,33, n=10CTL180
c/ECI, 0,96+0,34, n=12VCD180 s/ECI, 0,96+0,55, n=7VCD180
c/ECI, 1,11+0,49 n=9; p<0,05; Interacdo: F= 1,05, P=10Bstresse:
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F=0,0003, P=0,98; VCD= F=1,54, P=0,99, Figura 22) apresentou
diferenca significativa entre os grupos estudados.

Figura 22. Relagcdo LF/HF de ratas estudadas 180 dias apiiscio do
tratamento com VCD ou 6leo. Valores expressos cor@dia + epm.Two way
ANOVA, p<0,05
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4.2.4 Andlise da variabilidade da presséo arterial sistida

A atividade simpética para vasos, avaliada atra@epoténcia
espectral da banda de baixa frequéncia da press@malasistolica
(CTL180 s/ECI, 14,05+5,3 mmHgn=9; CTL180 c/ECI, 10,58+4,6
mmHg , n=13; VCD180 s/ECI, 10,63+4,90 mmHq=9; VCD180
c/ECI, 14,63+5,70 mmHgy n=9; p<0,05; Interacdo: F= 5,20, P= 0,02;
Estresse: F=0,02, P=0,87; VCD= F=0,03, P=0,84 BigiB), embora
,com a analise de variancia, tenha apresentadm@die significativa
entre os fatores (p=0,02), 0 pos teste de Tukeyesta destudentndo
confirmaram essa diferenca.
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Figura 23. Poténcia do espectro da pressao arterial sist@ticdanda de baixa
frequéncia dos animais estudados aos 180 diasagmdimistracdo de VCD ou
6leo Valores expressos como média + epm. Two wa@¥h, p<0,05.
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4.2.,5 Contribuicdo simpatica para vasos

A resposta pressora, apés a administracdo do lddque
ganglionar hexametdnio, apresentou aumento sigtiific nos animais
tratados com VCD, independente de terem sido ouex@ostos ao
protocolo de ECI, evidenciando o efeito signifieadb tratamento com
VCD (CTL180 s/ECI, 55+11 mmHg, n=1@sVCD180 s/ECI, 61+11
mmHg, n=7; CTL180 c/ECI, 50+4 mmHg , n=1%sVCD180 c/EC],
60+12, n=9; p<0,05; Interacdo: F= 0,48, P= 0,4%resse: F=1,07,
P=0,30; VCD= F=6,64, P=0,01; Figura 24).
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Figura 24. Mudancas na pressao arterial média (PAM) produzieds injecao
i.v. de hexametbnio (25 mg/kg). *fator VCD, p=0,8d comparacdo dos grupos
submetidos ao tratamento com VCD em relacdo aos ceutroles. Valores
expressos como média + epm. Two way ANOV, p<0,05.

Hexametoénio (25mg/Kg)

0
— 20-
(=)
E
404
-ga ————
= | —_
< 60
o * *
<80{= cTL
& \CD
100 T T
S/ Estresse C/ Estresse

4.2.6 Avaliacdo da bradicardia e taquicardia reflexa

Houve efeito significante do tratamento com VCD reob
indice médio de sensibilidade barorreflexaFC/APAM) para
bradicardia na dose de|(fkg de fenilefrina, que foi reduzido no grupo
VCD180 c/ECI quando comparado ao seu controle (1,28+0,72
bpm/mmHg, n=10 vs 1,94+0,67 bpm/mmHg, n=13; p>0,dbnesmo
ocorreu na dose de pddikg nos grupos tratados com VCD,
independente de terem sido expostos ao protocol&@le(CTL180
s/ECI, 2,11+0,17 bpm/mmHg, n=11 WCD180 s/ECI, 1,69+0,20
bpm/mmHg, n=9;CTL180 c/ECI, 2,32+0,15 bpm/mmHg, n=14 vs
VCD180 c/ECI, 1,77+0,18 bpm/mmHg, n=10; p<0,05). A figura 25
apresenta os graficos desses valores e a tabple$eata os valores de
F e P da ANOVA.
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Figura 25. indice médio de sensibilidade barorreflexsFC/APAM) para
bradicardia reflexa induzida pela administracdo dizses crescentes de
fenilefrina. Painel A (02g/kg) painel B (04:1g/kg), painel C (08g/kg) e painel
D (16 ng/kg) em ratas estudadas aos 180 dias ap6s a attagéio de VCD ou
6leo. * fator VCD, p=0,04 na dose de pg/kg na comparagédo VCD c/ECI vs
CTL c/ECI; *fator VCD, p=0,01 na dose de 1&/kg na comparacdo dos
grupos submetidos ao tratamento com VCD em relagio seus controles.
Valores expressos como média + epm. Two way ANONA),05.
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Houve efeito significante do tratamento com VCDsmao do
estresse ou interacdo entre os dois fatores quawvel@mos o indice
médio de sensibilidade barorreflexa para taquieardiFC/APAM)
provocada por administracdo de nitroprussiato ditosda dose de 04
ug/kg. Houve reducéo significativa nos grupos trasadom VCD em
relac@o aos seus controles, independente de tétenos ndo expostos
ao protocolo de ECIQTL180 s/ECI, 6,23+1,80 bpm/mmHg, n=10 vs
VCD180 s/ECI, 4,73+1,64 bpm/mmHg, n=10CTL180 c/ECI,
4,99+1,64 bpm/mmHg, n=15 vsVCD180 c/ECI, 4,34+0,90
bpm/mmHg, n=9; p<0,05). A figura 26 apresenta d&igps desses
valores e a tabela 5 apresenta os valores dedaeAROVA.
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Figura 26. Valores do indice médio de sensibilidade baraxaflAFC/APAM)
para taquicardia reflexa induzida pela adminismadé doses crescentes de
nitroprussiato de sédio(04, 08, 16 e 8fkg) em ratas estudadas aos 80 dias
apos a administracdo de VCD ou 6leo. * fator VCBQ,p3 na dose de 04
png/kg na comparacdo dos grupos submetidos ao tratantem VCD em
relacdo aos seus controles. Valores expressos ooddia + epm. Two way
ANOVA, p<0,05.
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Tabela 5 Valores de P e F da ANOVA para taquicardia e ibeadia reflexa
induzidas por administrac6es de Fenilefrina(PE) igoprussiato de Sdédio
(NPS).

Interagdo Estresse VCD

F P F P F P

PE 02 217 014 129 026 282 010
PEO4 | 240 012 023 063 429 004
PE 08 137 024 047 049 400 0,05
PE16 | 013 071 061 043 729 001
NPSO04| 078 038 291 009 500 0,03
NPSO8| 045 050 08 03 001 0,89
NPS16| 252 012 1,99 016 235 0,13
NPS32| 059 044 1,02 031 081 0,37
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4.2.7 Andlise do barorreflexo espontaneo

A sensibilidade barorreflexa avaliada pelo gantstovatravés
do método da sequéncia, utilizando-se séries de e@imentos,
manteve-se comparavel entre os grupos estudd@itk180 s/ECI,
1,18+0,43 mmHg/nfs n=8; CTL180 c/ECI, 1,25+0,51 mmHg/nis
n=15 VCD180 s/ECI, 1,15+0,43 mmHg/rr?s n=8; VCD180 c/ECI,
1,37+0,51 mmHg/nfs n=11; ; Interacdo: F= 0,20, P= 0,65; Estresse:
F=0,88, P=0,35; VCD= F=0,07, P=0,78, figura 27).

Figura 27. Ganho barorreflexo avaliado pelo método da sezjaéem ratas
estudadas aos 180 dias ap6s a administracdo de MCMleo. Valores
expressos como média = epm. Two way ANOVA, p<0,05.
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4.2.8 Responsividade dos receptoras-1 adrenérgicos vasculares

A resposta pressora frente a estimulacdo dos mrespt-1
adrenérgicos vasculares com doses crescentes itidriiga mostrou-se
semelhante entre os grupos estudados. A figura p28senta esse
parametro e a tabela 6 apresenta os valores dé BaeANOVA para
esse conjunto de dados.
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Figura 28. Resposta pressora frente a estimulacdo dos oeeept-1
adrenérgicos vasculares com doses crescentes itiefriea (01, 05, 10, 50,

100, 150 e 200ug/kg). Valores expressos como média + epm. Two way
ANOVA, p<0,05.
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Tabela 6 Valores de P e F da ANOVA para responsividaderdosptores:-1
adrenérgicos avaliada por administracdo de Femi&e({PE).

Interagdo Estresse VCD

F P F P F P

PE 01 310 008 018 066 083 036
PEO5 | 013 071 003 084 014 0,70
PE 10 122 027 008 077 005 081
PE 50 1,87 017 00006 097 211 0,5
PE100| 012 072 035 055 017 0,68
PE150| 321 008 054 046 086 0,35
PE200| 002 086 0,07 0,7 00005 0,98
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5 DISCUSSAO

5.1 Animais estudados 80 dias apds tratamento com VCD

Nossos resultados demonstraram que aos 80 diasoap@so
do tratamento com VCD ou 0leo, periodo cujas vagagormonais séo
similares aquelas que ocorrem na perimenopausatasssubmetidas as
sessOes de ECI apresentaram aumento da PAM e BASalteracoes
na PAD e FC. Além disso, animais previamente tagacbm VCD
quando expostos ao ECI apresentaram disautonomaateazada por
predominio de atividade simpética e reducdo nostéragal para o
coracdo, como visto pela andlise espectral. Pop datlo, a atividade
barorreflexa ndo esteve comprometida por nenhum fdgres
estudados, falha ovariana ou estresse, assim cambouve alteragédo
na participagdo simpatica para o tbnus vasculagémAldisso, a
contribuicdo adrenérgica via receptor alfa-1 paradmus vascular,
avaliada pela administragdo de doses crescentagatusta fenilefrina,
manteve-se semelhante entre os grupos estudadupoBante lembrar
que, apesar do presente trabalho ndo apresentagaiizshormonais dos
animais estudados e das ratas tratadas com VCEerdin apresentado
uma reducao significativa da massa ovariana nesiedn de 80 dias
ap6s o tratamento, dados da literatura utilizandmesmo modelo
mostram que os niveis séricos de estradiol aindeeséio em declinio
neste periodo de 80 dias apds o tratamento com (Re3et al, 2014).
Entretanto, estes mesmos autores demonstraramcéisrnas secrecoes
de outros hormonios ovarianos neste periodo de i& gue sao
semelhantes as alteragbes enddcrinas encontradamudineres na
perimenopausa (Lukefalet al, 2012, Reist al, 2014) e que podem
afetar o controle do sistema cardiovascular.

A hipertenséo observada em nosso estudo apés teEcido
demonstrada em outros trabalhos que avaliam ade®dd estresse sob
o0 sistema cardiovascular, tanto em fémeas quantoarhos, sobretudo
sobre a presséo arterial (Timgbal, 1999; Chia, Xun-Meét al., 2008;
Du, D.et al, 2013). Os mecanismos envolvidos no desenvolviongat
hipertensdo induzida pelo estresse sdo amplamarestigados, sendo
gue a participagéo do sistema renina-angiotensittst@rona (SRAA) e
a atividade simpaética estdo intimamente implicattas processos que
envolvem riscos cardiovasculares. (Ritchteal 1990; Rozansket al,
1999;)
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Estudos demonstram a presenca de estimulacdo mienpat
significativa em animais submetidos ao estressanicmde agudo
(Everson-Roset al, 2014), com liberacdo de aminas biogénicas pelas
adrenais e terminacdes simpaticas, marcadamentenaida e
noradrenalina (Esleet al, 1989; Rumantiret al, 2000) as quais
possuem efeito constritor sobre a vasculatura koefeonotropico e
ionotrépico positivo para o coracdo, contribuirdsim para o aumento
do risco de desenvolver doencas cardiovasculares.

A participacdo do SRAA também possui papel impaetaro
desenvolvimento da hipertenséo induzida por estréd@Bona, 2000).
Dados da literatura apontam aumento na renina AlEsn e
subsequente aumento na producdo de angiontensapad|ativacdo do
sistema nervoso simpatico (Kirchheiet al, 1989; Kopp e DiBona,
2000). Sabendo do papel hipertensivo do SRAA e wumeato da
atividade do mesmo em situa¢gbes de estresse, abog@io deste
parece estar fortemente ligada ao desenvolvimeatohigertensdo
induzida pelo estresse.

Outros sistemas também parecem estar envolvidoguadro
hipertensivo durante situacfes em que o cortigélelevado, como é o
caso de fatores vasoconstritores como a argininsopvessina,
tromboxano e endotelina que estdo elevados em lusntam sindrome
de cushing ou saudaveis que foram submetidos &ammiato com
cortisol (Fimognarket al 1996; Kirilov et al 2003; Giudittaet al 2004).
H& evidencia da reducdo na participacdo de fateassdilatadores
como o sistema calicreina-quinina, prostandideptigeo natriurético
atrial e o oxido nitrico (Yamagt al 1988; Saruta 1996; Whitwortt al
2000) que podem contribuir para o desenvolvimergohibertensao,
porém todos estes mecanismos ainda precisam dstigagbes mais
detalhadas.

Além disso, alguns estudos tém reportado diferengas
ativacdo do SRAA entre os sexos, sendo que Raradaboradores
(2012) mostraram que a ativacao intrarrenal do SRAMaior em
machos do que em fémeas, e isso se deve, em parteapel dos
esteroides sexuais na modulacdo desse sistema.aehosy a castracao
reduz a atividade intrarrenal do SRAA, sugerindopapel importante
dos andrégenos na regulagao do mesmo (Reckell®®®)1No que diz
respeito ao papel dos esteroides sexuais feminiossgstrogenos
reduzem a acé@o de varios componentes do SRAA (Eh2008).
Além disso, outros estudos tem demonstrado queswdégenos tem
capacidade de modular a expressdo de elementoglasgicos do
SRAA, tendo assim papel importante no balanco \@wsigtor-
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vasodilatador deste sistema (Brosnileral, 1997; Jiet al, 2008), e
contribuindo para os menores niveis de pressénamem fémeas.

A ativacdo do sistema nervoso autdbnomo apds sisacd
estressantes € observada em ambos 0s sexos, coirmotantes
diferencas sexuais sdo encontradas em diversosogpamd eixo
hipotadlamo hipéfise adrenal, compreendendo as rafa® ao nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN), neuromodulad@as neurdnios
CRH e a proporcdo de ativagdo da esteroidogéndeecpeex das
glandulas adrenais (Handet al, 1994; Goel; Bale, 2008). Essas
diferencas sdo, em grande parte, impulsionadas gitaracoes
hormonais que ocorrem ao longo do periodo de dekémento e
maturacdo do organismo, contribuindo assim, padifaencas sexuais
na resposta ao estresse ao longo da vida (Wellledr 1986).

Considerando estas diferencas sexuais na respp#strasse,
um estudo com camundongos avaliou a atividade sicap&pos
administracdo de angiotensina Il e no sétimo diaadministracéo,
fémeas apresentaram menor reducdo da pressaalamds bloqueio
ganglionar, quando comparadas aos machos €£uwal., 2005). Para
testar o papel dos esteroides ovarianos no contaof®Némico
simpatico em fémeas, outro estudo as submeteu HAecteania e
observou maior reducdo da PA apds bloqueio garaliayuando
comparadas as fémeas intactas, sugerindo assinpapet importante
dos esteroides ovarianos na manutencdo de uma roenbibuicédo
simpética nas fémeas (Xet al.,2007).

Além disso, os esterddeis ovarianos, principalmergstradiol,
exercem papel modulatério sobre diversos nuclengais de controle
autonémico, como a area postrema, um nucleo ciendrigular do
rombencéfalo envolvido na regulacdo neuro-humoral atividade
simpatica (Bishop, Hay, 1993), e o nucleo do tsatlitario (NTS), um
importante nucleo de controle do barorreflexo qupressa tanto os
receptores para estradiol do subtipo alfagERjuanto os do subtipo
beta (ER) (Vanderhorset al, 2005; Spangt al., 2010). A modulacao
pelo estradiol no bulbo ventrolateral rostral, udtlao de regulacéo
autondmica, foi demonstrada por um estudo ondsesam ativados, 0s
receptores para estradiol preveniram a hipertens@lozida por
aldosterona (Xwet al 2013). O PVN, importante nucleo integrador de
respostas ao estresse e fungbes cardiacas tamfsénm#oéncias dos
estrégenos, sendo que o subtipopER predominantemente expresso
neste nucleo (Grassi et al. 2013).

Durante a perimenopausa, periodo que se iniciaramsi¢do
para a menopausa e termina 12 meses apés o fimtidw (ciclo
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menstrual (Harlowet al, 2012), o organismo experimenta alteractes
metabdlicas e enddcrinas, (Brombergeral, 2001; Freemarat al.,
2008; Prior and Hitchcock, 2011) decorrentes docionidas
irregularidades nos ciclos menstruais e subsegsiegiteracdes nas
secrecgOes ovarianas (Burgeral., 1995; Santoret al, 1996). Durante
essa transicdo, os ovarios ficam menos sensiveistimulacdo das
gonadotropinas, o que pode levar a alteracbes vassrséricos de
estradiol e progesterona (Reysl., 1977).

Um estudo recente mostrou que a administracaoiceraie
estradiol no 6rgao subfornical, ndcleo com projecdaetas para o
PVN, reduz a atividade neuronal bem como o efedot&odrio da
angiotensina Il nessa area (Ciriello , Roder , 2083 PVN por sua vez,
também expressa receptorespERhunget al, 2007), e estudo usando
siRNA-knockdowrpara ER no PVN aponta que a supressdo da
expressao desse receptores promove aumento naehgdr induzida
por aldosterona. Isto sugere que ofEdfRja parcialmente responsavel
pela protecdo dos efeitos centrais da aldosterom® @umento da
atividade simpatica em fémeas (Xeé al, 2013). Além disso, um
estudo mostrou reducdo na expressdo de mRNA pgian&®RVN de
ratas ovariectomizadas, sugerindo assim que esssapwmediar a
inibicdo da resposta do eixo HHA no PVN pelos egnds. (Weiser e
Handa, 2009; Liu et al., 2011).

Estudos sobre a participagdo da progesterona ntrotn
autondémico cardiaco S80 escassos e controversosazizami e
colaboradores (2000) associaram a progesteronmerdan na liberacdo
de norepinefrina e uma consequente ativacéo sicapdduronal. Além
disso, com excec¢do da drospirenona (Archer, 200iteWwt al, 2008),
as progestinas sintéticas possuem pouco ou nenffieito sobre a
regulacdo da pressado arterial em mulheres [paiiadrmev(Cannoletta
&Cagnacci, 2014)]. Outro estudo mostrou que naeekegao entre o0s
niveis de progesterona e o ténus autonémico cardiat mulheres e
homens (Ramestt al, 2014).

Por outro lado, estudos apontam para um efertiog@otetor
dos progestagenos. A drospirenona, por exemgd® como
antagonista no receptor de aldosterona, proponeitnaefeitos
hipotensivos por meio da reducdo da retencéo latinas(Mallareddy
et al, 2007; White, 2007). Além disso, foi demonstrage a ativacao
dos receptores de aldosterona, presentes em divérg@os como
coracao, vasculatura e cérebro, induz alteracdasgiegsis e funcionais
desses 6rgdos, tais como fibrose miocardica, relaméato cardiaco,
aumento na pressao glomerular e estresse oxiddtMaMahon,
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2001;Conlin, 2005), podendo causar danos no érgaweslvidos. A
progesterona enddgena, assim como a drospirerenafinidade pelos
receptores mineralocorticoides, promovendo antagumidas acdes da
aldosterona, induzindo a excrecao hidrica e safindendo contribuir
para o papel cardioprotetor da progesterona (Epet, 2003; Pollow
et al, 2005).

Adicionalmente aos efeitos antialdosterénicos deygsterona,
Smiley e Khalil (2009) mostraram efeito similar dos estrogenos no
que diz respeito ao seu efeito antiaterogénico, ceducdo nas
lipoproteinas de baixa densidade e aumento naprdifinas de alta
densidade. Além disso, um estudo usando célulagidaumbilical de
humanos mostrou que a progesterona aumenta anpésesido 6xido
nitrico (Simonciniet al, 2004). Considerando-se todas estas acdes
benéficas da progesterona sobre diferentes niveis sidtema
cardiovascular, pode-se inferir que a reducdo nacerdracdo de
progesterona nas fémeas VCD, ja demonstrada psreRmilaboradores
(2014), possa ter contribuido para os efeitos éiedet no sistema
cardiovascular das ratas submetidas ao tratameoto ¥CD no
presente estudo.

Além dos esteroides ovarianos classicos, os andiagpodem
influenciar no controle autonémico cardiaco. Embbiga poucos
estudos sobre a influéncia destes no tonus autepooairdiovascular,
um trabalho demonstrou associacao positiva entraiviss totais de
testosterona e atividade parassimpética, bem cassociacdo negativa
entre os niveis de testosterona e atividade siogpdogruet al,
2010). Em relagéo ao papel que os androgéniosesresobre a pressao
arterial, alguns estudos demonstram que homens rtdnige/os
apresentam baixos niveis circulantes de testostexamdrostenediona,
sugerindo que a reducdo na concentracdo de andysgénha papel
hipertensivo (Hugheset al, 1989). Por outro lado, alguns dados
demonstram que a testosterona tem um efeito pegthipsivo. Quando
comparada a pressédo de perfusdo renal de ratosc&$tados e ratas
ovariectomizadas, ambos recebendo testosteroneemxdgpresentam
reducdo da natriurese quando comparados a rattsadmss fémeas
ovariectomizadas e fémeas intactas (Reckekbiofll, 1998; Reckelhoff
e Granger, 1999)

Reis e colaboradores (2014) demonstraram reducsimideis
séricos de progesterona, testosterona e di-hidostesona em fémeas
tratadas com VCD e estudadas durante a perimerap@osasiderando
o perfil hormonal do modelo utilizado em nosso @sfupodemos
sugerir que tanto a reducéo dos niveis séricondigénios quanto de
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progesterona, possam ter contribuido para o aumenti@inus simpatico
e reducdo no tbnus vagal encontrado nas ratas sdbme falha
ovariana e estresse, concomitantemente.

Considerando-se que dados da literatura mostran8@uiias
ap6s a administracdo de VCD as ratas apresentatnadies
significativas na secrecdo dos hormbnios ovarianaem
necessariamente haver declinio dos niveis séreestiadiol (Lukefahr
et al, 2012, Reist al, 2014), o conjunto de nossos resultados leva a
inferir que a disautonomia cardiovascular encomtram presente
estudo, sem que isso leve a hipertensdo, seja,npetms em parte,
devido as flutuacbes hormonais decorrentes da i¢éamspara
menopausa.

O declinio da dilatagdo mediada pelo fluxo (Becahif et
al.,2010), aumento da rigidez arterial (Zaydtral, 2006) e alteracdes
no controle autondmico vascular (Huiketial, 1996) ocorrem durante
fases precoces da menopausa. A sensibilidade &ihere, ou seja, a
capacidade de manter a pressao arterial em nivédiom frente a
estimulos pressores ou depressores, € considenagdenramenta ja
estabelecida para avaliar a fungdo autonémica waskular. O
comprometimento do barorreflexo esta associado eomento na
mortalidade devido a complicagcbes cardiovasculékdsiger et al,
1987; La Royere at al., 1987) e este ja foi desdhitrante a menopausa,
tanto em humanos (Kim at al., 2010) como em modahasais (Morey
et al., 1997). Contudo, ha poucos dados na literaturaagaiem esse
parametro durante a transi¢cdo para a menopausa.

O presente estudo é o primeiro a avaliar a fungdiorteflexa
em ratas em um modelo de perimenopausa, o quedsivel gragas a
utilizacdo do modelo de falha ovariana induzidap&CD, que leva a
deplecdo gradativa dos foliculos ovarianos, assimmoc ocorre na
transicdo para menopausa em mulheres. Avaliadenpior de farmacos
vasoativos, a bradicardia reflexa apresentou réspalistintas entre as
doses de 08 e 3®y/kg de nitroprussiato de sédio e a taquicardiexaf
ndo se mostrou alterada em nenhuma das doses defrifemn
administradas. Sendo assim, a funcdo barorrefleaeecp estar
inalterada entre os grupos estudados. Essa megialéd@mparada pelo
resultado nulo na analise barorreflexa utilizandoéodo da sequéncia,
0 qual ndo apresentou diferenca significativa mticende sensibilidade
barorreflexa.

Alguns estudos mostram a sensibilidade barorreftedazida
apos a administracédo de-Bidroxi-dihidroprogesterona, um importante
metabdlito da progesterona (Heesch & Rogers, 1886son et al,
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2000), bem como durante o inicio da prenhes d@es,réise em que a
progesterona estad elevada (Masilamani & Heeschy)199 perfil
hormonal descrito por Reis e colaboradores (2044 )rdtas submetidas
ao tratamento com VCD e estudadas durante a pespaesa, mostra
reducdo nos niveis de progesterona, sendo asssuo, pede ter
contribuido para que nenhuma alteracdo fosse aim@ermo controle
barorreflexo dos nossos animais. Deve-se considarda a questado do
envelhecimento associado ao processo da menopaubkameanos. No
presente modelo experimental a falha ovariana éopeg ou seja,
considerando-se a maturacdo sexual de acordo cogui@a (2013), as
ratas sdo adultas jovens, 0 que pode ter contdlpada que o controle
barorreflexo estivesse intacto nestes animais. Estaltado abre a
perspectiva para hipoteses que considerem quenmos alguns dos
sintomas e distlrbios associados a menopausa sEasequéncia
apenas do processo de envelhecimento que acompadimaatério e
nao necessariamente a variacdo ou queda dos hosnéwmarianos
caracteristica desta fase da vida.

Brian e colaboradores, 2001, analisaram a atividhupatica
vascular de mulheres na menopausa apos reposi¢cawria e ndo
observaram alteracdes desse parametro. Quandsaaizalem nosso
trabalho, através do delta da presséo arterialaregatbs administracao
do bloqueador ganglionar e pelo valor da bandaaidealdrequéncia da
presséo arterial sistdlica, a atividade simpatascular também esteve
inalterada. Com isso, pode-se inferir que, apesamdveis plasmaticos
de androgénios e progesterona estarem reduzidtzs medelo (Reigt
al, 2014),0 que poderia ter ocasiano alerac¢des réonedro analisado, a
ndo redugdo nos niveis séricos de estradiol, deradaspelos mesmos
autores, pode ter influenciado significativamenge manutencéo da
atividade simpatica semelhante as fémeas contmdenérada neste
estudo.

Vérios estudos mostram o aumento da resposta paesso
vasoconstritores como a fenilefrina em ratas joenset al, 2001) e
velhas (Castillo at al., 2005) submetidas a ovtoia@. A terapia de
reposicdo hormonal reestabelece esse parametratasnjovens (Liet
al., 2001), enquanto em ratas velhas ela aumentansibiielade a
fenilefrina, podendo ter efeitos deletérios sobrgaaculatura desses
animais (Dellice at al., 2008). A responsividade deceptores alfa-1
adrenérgicos, avaliada no presente estudo, nadcempoe diferenca
entre os grupos estudados, sugerindo um papel tanperda idade e do
status hormonal na resposta arterial a vasocanssit visto que no
modelo de falha ovariana induzida pelo VCD, assratdo adultas
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jovens (108 dias de idade) e os niveis de estraitida ndo apresentam
reducdao significativa (Reis at al., 2014).

Com isso, nossos dados mostram que o sistema casdidar
de controle da PA em ratas com falha ovariana peecesponde a
eventos estressantes da mesma maneira que rataasnindicando que
em detrimento da falha ovariana parcial, elas seténa capazes de
responder adequadamente frente a desafios esggssor

5.2 Animais estudados 180 dias apoés tratamento com VCD

Em relacdo aos resultados dos animais que foramdasiis 180
dias apds o inicio do tratamento com VCD ou 6ldiseo/ou-se que o
tratamento com VCD levou a uma reducgdo signifieatda massa
ovariana, independente de haver ou ndo o estimstdessor. Este dado
indica que o VCD foi eficiente em instalar uma &lbvariana, apesar
dos estudos morfolégicos e do perfil hormonal semegessarios para a
confirmagéo deste resultado. De qualquer manesgera-se que neste
periodo de falha ovariana, 180 dias, as variacoemndnais e o perfil
ovariano sejam similares aqueles que ocorrem napagisa instalada.
Com relacdo aos resultados cardiovasculares nasasniestudados
apos 180 dias do tratamento com VCD, aqueles sidoaeds sessdes
de ECI apresentaram aumento da PAM e PAD, senagltes na PAS e
FC. Entretanto, diferentemente do que se obserasuatas estudadas
80 dias apods o tratamento, o controle autondmica pacoragcdo das
fémeas estudadas apds 180 dias ndo apresentoac@erquando
estudado por meio da andlise espectral. Por oatfo, la atividade
barorreflexa, que aos 80 dias ndo havia apresentdtiacéo,
apresentou reducdo significante nos animais quamfosubmetidos
apenas ao tratamento com VCD, com reducdo tanttaguacardia
gquanto na bradicardia reflexa apds administracdo félenacos
vasoativos. Além disso, a participacdo simpatiga patbnus vascular,
analisada pelo delta da PAM apo6s administracdo kbagubador
ganglionar hexameténio, que também ndo havia apeeke alteracéo
aos 80 dias, esteve aumentada apenas nos aniataitos com VCD. A
contribuicdo adrenérgica via receptor alfa-1 paradmus vascular,
avaliada pela administragdo de doses crescentagatusta fenilefrina,
manteve-se semelhante entre os grupos estudados.

O aumento na PAM e PAD como consequéncia das sedsbe
ECI, pode ter ocorrido pelos mesmos fatores citaalgriormente,
guando foi discutido o aumento das pressdes dstemi@s animais
durante a perimenopausa, visto que os parametalmdes sofreram
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alteracdes semelhantes. Além disso, embora a premsérial nédo
aumente durante o periodo de transicdo da periraesappara a
menopausa, fora do contexto de estresse, (Labtal 2000), esse
aumento parece acontecer entre 5 e 20 anos apésapausa instalada
(Burt et al 1995), sugerindo que as alteracdes no perfil boanpos-
menopausa nao sejam o Unico causador das altee@@#radas e que
0 envelhecimento pode estar associado a estacalberdados da
literatura a respeito do perfil hormonal de roedaram mais de 80 dias
apos o tratamento com VCD sao controversos. Algurstram que, em
camundongas, os niveis plasmaticos de FSH estdendamos 180 dias
apos, enquanto os niveis de androstenediona estépidos e os de LH
ficam inalterados (Riverat al, 2009). Lohff e colaboradores (2005)
mostraram aumento nos niveis plasmaticos de FSihteuma diferenca
nas concentracdes de estradiol e progesterona emundangas
estudadas 156 dias ap6s a administracdo de VCDet&mntb, outro
estudo avaliou o perfil hormonal de comundongas2é dias apos
administracdo do VCD e constatou que além do awm&SH, o LH
também aumentou, enquanto que a progesterona estardrdiona
apresentaram concentracdes plasmaticas reduzietasalteracdes nos
niveis de estradiol plasmético (Mayetr al, 2004). A ovariectomia, 0
modelo mais utilizado para o estudo da menopausaaeimais,
promove a retirada abrupta dos ovarios, sem de¢é@do ovariano
residual. Com isso, a queda dos esteroides ovari@aambém abrupta,
sem promover o declinio gradual destes como oamarenenopausa
fisiolégica humana. A literatura mostra um prejuino controle
autondmico cardiaco, com consequente aumento \ddaate simpatica
e reducdo da atividade parassimpética para o aoepamulheres na
pOs menopausa quando os niveis de estradiol ja leaitéos (Mercur@t
al.,2000) o que pode ser revertido com terapia desigo hormonal
(Rosancet al, 1997; Mercuret al, 2000).

O controle autondmico do coracdo de ratas ovargztalas,
visto através da analise espectral, apresenta dadt®versos. Dias da
Silva e colaboradores (2009) ndo mostraram alteragé controle
autonémico para o coracdo de ratas submetidas @dectoania.
Entretanto, um estudo longitudinal avaliou o cdetrautonémico
cardiaco de ratas ovariectomizadas ao longo deerb@rsas e mostrou
que a deficiéncia de estradiol causa prejuizo &mdo, com aumento
simpético e reducdo parassimpatica, que pdde wertice com terapia
de reposicdo hormonal (Mahmoud e Abdel, 2009).s&rdpancia entre
os dois resultados é provavelmente resultado dopdempds a
ovariectomia em que a avaliacdo ocorreu.
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O efeito benéfico do estradiol sobre o sistemarduico se d&
através do seu papel em reduzir a atividade siogééirdiaca (Nevest
al., 2007). Corroborando isso, 0 mesmo estudo naoi@paliferenca na
PAM desses animais, 0 que indica que a deficiédeiastrogenos nao
tem efeito relevante na regulagéo ténica da presmsénal média apos a
menopausa.

No modelo utilizado no presente estudo, o congiatendmico
para o coracgdo, visto pela andlise espectral, p&sentou diferenca
entre os grupos. Os animais tratados com VCD néseptam reducao
nos niveis de estradiol (Mayet al, 2002; Lohffet al, 2005) e a
literatura tem mostrado que é a retirada deste cgwsa o prejuizo
autonébmico apds a ovariectomia em ratas. Contudoante a
perimenopausa, nossos animais apresentaram preputaodmico, que
foi discutido anteriormente.

Um estudo mostrou reducdo na concentracdo plasmédéc
androstenediona em animais estudados 180 diasaapdigistracdo de
VCD (Riveraet al, 2009) e além disso, a progesterona também esta
reduzida 127 dias ap6s a administracdo do VCD (Mayal, 2004).
Considerando o conceito de que a progesterona gaimxcitatoria
(Yanget al, 2005) e o resultado de um estudo que demonsitmqaato-
excitacdo em mulheres com sindrome do ovério gtitoi devido a
hiperandrogenemia, pode-se inferir que a ndo glerautonémica nos
animais estudados 180 dias apos a administracAdC@bdo presente
estudo, possa ser pelo menos em parte, devidougadedlesses dois
agentes simpato excitatorios descritos na litesat@utra possivel
explicacdo para isso € que durante a perimenopasisiutuacdes
hormonais possam ter ocasionado as alteracGesvallasr e que
durante a menopausa, mesmo com variacbes na cagEEntde
estradiol entre os individuos (Mayet al, 2002), os niveis desse se
encontrem mais estaveis, o que explicaria o cantatondmico
inalterado durante a menopausa. Além disso, costab&ecimento da
menopausa outros fatores podem afetar os centroaisale controle
cardiovascular e compensar o0 prejuizo autondmisto vias fémeas
apos 80 dias.

A sensibilidade barorreflexa é aceita como um tdstgnostico
para o risco de doengas cardiovasculares (Paenel, 1992; La
Rovere et al, 2008). O NTS é o principal nucleo integrador do
barorreflexo, sendo que seus neurbnios séo esiemza vias que
medeiam os reflexos cardiovasculares e regulameas@o arterial
(Weinstock et al, 1984; Rosst al, 1981). Injecbes de estradiol em
nucleos de controle autondmico, como o NTS, prommoveducdo na
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atividade simpatica renal, tbnus simpatico e altarasensibilidade
barorreflexa (Selelet al, 2000; Saleh e Connell, 2007; Spaityal.,
20009).

Segundo a literatura, nosso modelo ndo apresetigde dos
niveis de estradiol (Mayeat al, 2002; Lohffet al, 2005), contudo, a
sensibilidade barorreflexa avaliada por meio da iadinagdo de
fenilefrina e nitroprussiato de sodio encontrouesuzida nos animais
submetidos ao tratamento com VCD. Com isso podsdserir que
outras alteragbes hormonais ovarianas nao relatiagreo estradiol e as
alteragbes no eixo HPG causadas pela falha ovargossam estar
influenciando no prejuizo barorreflexo encontradormsso estudo. Um
possivel mecanismo envolvido é a alteracdo na lskdade dos
receptores de estradiol nos nlcleos de control@rieflexo da
frequéncia cardiaca, induzida pelo aumento sustenttdd FSH, ja
demonstrado na literatura (Rivezbal, 2009).

Chakraborty e Roy (2013) relacionaram o0 aumento na
expressao de ER36, um receptor ndo gendmico para estrogénios, em
células ovarianas, exceto ovdcitos, de hamsters coaumento na
liberagdo das gonadotropinas, principalmente o B8berindo papel do
mesmo na regulacdo da expressado dos receptoresradic ao longo
do ciclo estral. Além disso, sabe-se da existéheigeceptores para FSH
em tecidos ndo reprodutivos, como estdmago humagténdula
submaxilar de ratos e tecido adiposo de galinhaan@vkkaret al,
1990; Fuet al, 2005; Huanxianet al, 2012). Sendo assim, séo
necessarios estudos que visem avaliar a expresséesdreceptores nos
ndcleos de controle autondmico cardiovascular gaeaos resultados
do presente estudo possam ser melhor esclarecidos.

Em homens jovens, ha uma relagédo positiva entrévidaae
nervosa simpatica muscular e a resisténcia pedféotal, e uma relagéo
inversa entre esses fatores e 0 débito cardiaarkQidianet al 2005;
Hartet al 2009). Contudo, em mulheres jovens a relacadigmgntre
atividade nervosa simpética muscular e a resistgamiférica total ndo
existe, 0 que sugere a existéncia de outros mecasjsalém da
atividade simpética, que regulem o tébnus vasonuatguoral (Harket al
2009). Um possivel mecanismo é o papel vasodilatdds receptores
B2 adrenérgicos apos estimulagdo com noradrenaligaal € maior em
mulheres jovens, comparadas a homens na mesma odadeilheres
apos a menopausa (Freedneaal 1987; Knealeet al 2000; Haret al
2011). Isso sugere um importante papel dos hormmboi@rianos na
responsividade dos receptofeadrenégicos em mediar a vasodilatacdo
induzida pela atividade simpéatica. Os niveis sérice esteroides
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ovarianos podem regular tanto o nimero dos reagfioadrenérgicos
como o acoplamento dos seus efetores (Wdtital, 1995). Ferrer e
colaboradores (1996) demonstraram que a terapiarepesicao
hormonal com estrdgenos aumenta a vasodilatacadadeedgelos
receptoreg} adrenérgicos no musculo liso de artérias meseattde
ratas ovariectomizadas. Além disso, um estudo ettheres na pds-
menopausa mostrou redugcdo na capacidade vasoditatados
receptoresfp-adrenérgicos que deveria compensar a vasocomstrica
induzida pelos receptoresadrenérgicos (Hast al, 2011).

A maior queda na PAM apds bloqueio ganglionar com
hexametdnio, vista nas ratas 180 dias apds serdmmesidas ao
tratamento com VCD, pode ter sido em parte, ocad@npor uma
reducdo na expressado destes recepfdadrenérgicos, induzida pelas
alteracBes hormonais e/ou centrais consequentéslida ovariana, ja
que as ratas controle ndo apresentaram esta redugimo sendo
também adultas de meia idade, de acordo com ostéié maturacao
sexual (Sengupta, 2013). Sendo assim, a vasoditatagdiada pelos
receptoresp-adrenérgicos pode ter sido reduzida, consequenteme
nao atenuando a vasoconstricdo mediada pela nosdidee liberada
pelas terminagdes simpaticas nos receptaeradrenérgicos, causando
aumento do ténus vascular.

Os estrogenos podem influenciar a responsividade do
receptoresu-adrenérgicos indiretamente, influenciando a lipgoaou
distribuicdo de transmissores simpdéticos (Bengisd@®@78; Hamlet,
1980), ou diretamente afetando o niumero ou afieiddses receptores
(Hoffman et at., 1981; Colucci et at., 1982). Minancolaboradores
(2002) mostraram aumento na resposta pressora ifriea, um
agonistaol-adrenérgico, em ratas ovariectomizadas. Estedosivo
mostram que a reposi¢cdo hormonal a longo prazaat@sensibilidade
adrenérgica de artérias mesentéricas (Zhang e @gviP99) e anéis
aorticos (Paredes-Carbajal, 1995). Nesses estudasib&do da
liberacdo do NO atenuou essa resposta, mostrarel@sae sistema é
importante na determinacdo da resposta pressoeméadica. Além
disso, Meyer e colaboradores (1997) mostraram qu#oqueio da
ciclooxigenase reverte o efeito dos estrogenogsposta a estimulacéo
adrenérgica, 0 que sugere um papel vasodilatadoprestaglandinas
nessa resposta. Em nosso estudo ainda ndo eradsspena queda nos
niveis circulantes de estradiol (Mayer et., 2002)ue poderia explicar
os dados que mostram a responsividatfieadrenérgica ndo alterada
durante a falha ovariana e exposicéo ao protomlB@. Porém, deve-
se salientar que ndo avaliamos o papel das prastiigas, cujos niveis
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poderiam estar alterados nas ratas tratadas com (&M disso, no

protocolo de avaliacdo da responsividadeadrenérgica utilizado em
nosso estudo, ndo promovemos o bloqueio do SRAA giae pode ter
mascarado qualquer alteracdo na resposta a estoukdrenérgica
com fenilefrina, visto que o bloqueio desse sistemadtaria a

restauracao da pressao arterial (Hiwagtal, 1995).

O conjunto de resultados do presente estudo nawsitper
concluir que as alteragdes enddcrinas consequéatizdha ovariana no
periodo que mimetiza a perimenopausa parecem n#igeriniar
diretamente a pressédo arterial dos animais estad@dabicionalmente,
quando estes sdo expostos ao estresse crénicovisipe ocorre um
aumento no tdnus cardiaco simpéatico e reducdo gimégica. A
sensibilidade barorreflexa, a atividade simpéticascular e a
responsividadei-1 adrenérgica vascular também nédo sofrem inflaenci
do estresse nem do tratamento com VCD.

Quando estudadas mais tardiamente, no periodonguetiza
a menopausa, a falha ovariana parece contribuir para reducédo na
sensibilidade barorreflexa, porém néo influencizotrole autondmico
cardiaco. A resposta pressora frente ao bloqueigligaar se mostrou
reduzida em consequéncia da falha ovariana, ma&seado ter sido
mediada pela responsividade dos receptored adrenérgicos
vasculares. Com isso pode-se concluir que o congin@anto
autondmico cardiaco durante a perimenopausa éeindiado pela
combinacao do estresse e da falha ovariana, ergoeais tardiamente,
na menopausa, o comprometimento barorreflexo eulaasparece ser
ocasionado pelas alteracdes no perfil endocrin@eano dessa fase.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo nos permite concluir que a fallziana
precoce traz consequéncias cardiovasculares diéstetiependendo de
dois fatores distintos: o tempo em que o0s aninua@ni expostos a esta
falha ovariana e se esta se encontra ou ndo asaoaisestimulos
estressores.

Quando as ratas séo expostas a falha ovarianagmarsntempo
(80 dias), elas sdo capazes de manter o controleredzao arterial,
mesmo frente a estimulos estressores. Entretartomprometimento
autondmico cardiaco é influenciado pela combinal@o dois fatores,
estresse e falha ovariana.

Quando as ratas sdo expostas a falha ovariana gsrtempo
(180 dias), elas sdo capazes de manter o conteol@eadsao arterial,
mesmo frente a estimulos estressores, bem comanese capazes de
fazer a regulacédo autondmica cardiaca, provavedrgmt mecanismos
compensatérios. Entretanto, o comprometimento teftexo e vascular
€ ocasionado pela falha ovariana prolongada, imdkgree de haver ou
néo estimulo estressor.



68



69

7 REFERENCIAS

AGUILERA, G. Corticotropin releasing hormone, retm@pgegulation
and the stress respon3eends Endocrinol. Metab, v. 9, n. 8, p. 329-
336, 1998.

AKSELROD, S.et al Power spectrum analysis of heart rate fluctuation
a quantitative probe of beat-to-beat cardiovasadatrol.Science
v.213, n., p.220-222, 1981.

ALMELA, M. et al. The impact of cortisol reactivity to acute sres
memory: sex differences in middle-aged peopteess v.14, n., p.17-
127, 2011.

ARCHER DF. Drospirenone, a progestin with added&dbr
hypertensive postmenopausal wondenopause,v. 14, p. 352—-354,
2007.

ATSMA, F. et al Postmenopausal status and early menopause as
independent risk factors for cardiovascular diseaseeta-analysis.
Menopause v.13, n., p.265-279, 2006.

AUBERT, A.E.et al Heart rate variability in athleteSports Med, v.
33, n. 12, p. 889-919, 2003.

BADIANI, A., et al Circulating adrenal hormones are not necessary fo
the development of sensitization to the psychomadttivating effects of
amphetamineBrain Reserch v.173, n.1, p 13-24, 1995.

BADOER, E. Hypothalamic paraventricular nucleus eadliovascular
regulation. Clin Exp Pharmacol Physiq v.28, n.1, p.95-99, 2001.

BAILEY, T.W. et al Cranial visceral afferent pathways through the
nucleus of the solitary tract to caudal ventrokteredulla or
paraventricular hypothalamus: target-specific stioapliability and
convergence patternsNeuroscij v.26, n., p.11893-11902, 2006.

BALE, T., EPPERSON, N.C. Sex differences and stegsoss the
lifespan.Nat Neurosci v18, n.10, p. 1413-1420, 2015.



70

BASELLI,G. et al Spectral and cross-spectral analysis of heaxtaiad
arterial blood pressure variability signaGomput Biomed Resv.19,
n., p.520-534.1986.

BAUDRIE V, T. et al. Autonomic components of the cardiovascular
responses to an acoustic startle stimulus in 3asiton Pharmacol,
v.17, p.303-309, 1997.

BAYRAMGURLER, D. et al. The effect of etanercept on aortic nitric
oxide-dependent vasorelaxation in an unpredictelfilenic, mild stress
model of depression in ratsur J Pharmacol, v.710, p. 67-72, 2013.

BECHLIOULIS, S.N.et al. Endothelial function, but not carotid intima-
media thickness, is affected early in menopauseésaasksociated with
severity of hot flushesl. Clin Endocrinol Metab, v. 95, n. 3, p. 1199-
1206, 2010.

BENGTSSON, B. Estrogen-induced inhibition of 3H-adrenaline
release in the uterus and portal vein of Aats PhysioL Scandv.104,
n.3, p. 287-298, 1978.

BISHOP VS, Hay M. Involvement of the area postremihe regulation
of sympathetic outflow to the cardiovascular systeront
Neuroendocrinol, v. 14, n. 2. P. 57-75, 1993.

BLANCHARD, R.J.et al The characterization and modelling of
antipredator defensive behavibleurosci. Biobehayv. 14, p. 463-472,
1990.

BROSNIHAN KB, Li P, Ganten D, Ferrario CM. Estrogeirotects
transgenic hypertensive rats by shifting the vassttor-vasodilator
balance of RASAm J Physiol, v. 273, p. 1908-1915, 1997.

BURGER, H.Get al. Serum inhibins A and Bfall differentially as FSH
rises in perimenopausal womeZlin.Endocrinol, v.48, n.6, p. 809-813,
1998.

BURT, V.L. et al Prevalence of hypertension in the US adult
population. Results from the Third National Healtid Nutrition



71

Examination Survey, 1988-198%ypertension, v.25, n.3, p. 305-313,
1995.

BURT, V.L.et alPrevalence of hypertension in the US adult popriat
Results from the Third National Health and Nutriti&xamination
Survey, 1988-199Hypertension, v.25, p.305-313, 1995.

CANNOLETTA, M., CAGNACCI, A. Modification of bloogressure
in postmenopausal women: role of hormone replacetherapy
International Journal of Women'’s Health, v. 11, p.745-757, 2014.

CARUANA-MONTALDO, B. The control of breathing iniciical
practice.Chest v.117, n.1, p. 205-25, 2000.

CASTILLO, C.et al Effects of ovariectomy and growth hormone
administration on body composition and vasculacfiom and structure
in old female ratsBiogerontology, v.6, n.1,p. 49-60, 2005.

CERESINI, Get al. The effects of transdermal estradiol on the
response to mental stress in postmenopausal wamwandomized trial.
Am. J. Med, v.109, p. 463-468, 2000.

CERUTTI, C.et al. Autonomic nervous system and cardiovascular
variability in rats: a spectral analysis approa@im. J Physiol Heart
Circ Physiol, v.261 p.1292-1299, 1991.

CERUTTI, C.et al.. Baroreflex modulation of blood pressure and thear
rate variabilities in rats: assessment by speatralysisAm J Physiol,
v.266, p.1993-2000, 1994.

CHAKRABORTY, P.; ROY, S.K. Expression of Estrogeaceptoi
36 (ESR36) in the Hamster Ovary throughout thedastiCycle: Effects
of Gonadotropins?LoS ONE,v.8, n.3, p. e58291, 2013.

CHAPLEAU, M.W.et al. Structural versus functional modulation of
the arterial baroreflex. Hypertension, v.26, p.-34%, 1995.

CHAPPELL M.C. Differential effects of sex steroitlsyoung and aged
female mRen2.Lewis rats: a model of estrogen alt¢sasitive
hypertensionGend Med v. 5, p. 65-75, 2008.



72

CHAPPELL, M.C.et al Differential effects of sex steroids in young
and aged female mRen2.Lewis rats: a model of emtragd salt-
sensitive hypertensio&end Med, v. 5, p.65-75, 2008.

CHARKOUDIAN, N. et al Balance between cardiac output and
sympathetic nerve activity in resting humans: iolarterial pressure
regulation J Physiol v.568, n.1, p.315-321, 2005.

CHRISTOPHER, Tet al Influence of the Menstrual Cycle on
Sympathetic Activity, Baroreflex Sensitivity, andstular Transduction
in Young Women Circulation, v. 101, n. 8, p. 862-868, 2000.

CHUNG, W.C.et al Detection and localization of an estrogen reaepto
beta splice variant protein (ERbeta2) in the afdutale rat forebrain
and midbrain regiongd. Comp Neurol, v. 505, n. 3, p. 249-67,2007;

CIRIELLO, J.; RODER, S. I¥Estradiol alters the response of
subfornical organ neurons that project to supraapicleus to plasma
angiotensin Il and hypernatremBrain Res v. 1526, n. 14, p. 54-64,
2013.

COLUCCI, W. Set al Regulation of myocardial and vascular alpha-
adrenergic receptor affinity. Effect of guanine leatides, cations,
estrogens and catecholamine depletidirc. Res,v.55, n.1, p.78-88,
1984.

CONLIN, P.R. Interactions of high salt intake ahd tesponse of the
cardiovascular system to aldostero@ardiol Ver, v.13, n.3, p.118-24,
2005.

COOQOTE, J.Het al. Control of sympathetic outflows by the
hypothalamic paraventricular nucleuslin Exp Pharmacol Physiol
v.2, n.6, p.461-463, 1998.

CRITCHLOW, V.et al. Sex difference in resting pituitary—adrenal
function in the ratAm. J. Physiol v. 205, n.5, p. 807-815. 1963.

CRUZ, J.C.; MACHADO, B.H.GABA and nitric oxide iin¢ PVN are
involved in arterial pressure control but not ie tthemoreflex
responses in ratdAutonomic Neuroscience: Basic and Clinical
v.146, n.2, p.47-55, 2009.



73

DAL-ZOTTO, S.et al Influence of single or repeated experience f rat
with forced swimming on behavioural and physioladi@sponses to
the stressoBehav. Brain Resv. 114, n. 1/2, p. 175-181, 2000.

DAMPNEY, R.A. Functional organization of centralipaays
regulating the cardiovascular systdehysiol Rey v.74, p.323-364,
1994.

DAMPNEY, R.A. Central mechanisms regulating cooatiu
cardiovascular and respiratory function duringsstrend arousahm J
Physiol Regul Integr Comp Physiolyv.309,p.429-443, 2015.

DANILOVICH, N. et al Emergence of uterine pathology during
accelerated biological aging in FSH receptor-hayslgificient mice.
Endocrinol, v.143, n.9,p.3618-3627, 2002.

DANILOVICH, N.; SAIRAM, M.R. Recent female mouse nh&ls
displayingadvanced reproductive agifgcperimental Gerontology,
v.41, p.117-122, 2006.

DAVIES, A. O.; LEFKOWITZ, R. J. Regulation @fadrenergic
receptors by steroid hormondsinu. Rev. Physiol,v.46, p. 119-130,
1984.

DAYAS, C.V. et al Stressor categorization: acute physical and
psychological stressors elicit distinctive recrwgtrhpatterns in the
amygdala and in medullary noradrenergic cell gsobpr J Neurosci,
v.14, p.1143-1152, 2001.

DECAVEL, C.; VAN DEN POL, A.N. GABA: a dominant
neurotransmitter in the hypothalamusCamp Neuro, v.302,
n.4,p.1019-1037, 1990.

DELLICE, J.et al Ovariectomy, but Not Estrogen Deficiency,
Increases CYP4A Modulation afl-Adrenergic Vasoconstriction in
Aging Female RatsAm J Hypertens v. 21, n. 6, p. 685-690, 2008.

DESS, N.K.et al Suppression of feeding and body weight by
inescapable shock: Modulation by quinine adultergtstress



74

reinstatement, and controllabilitPhysiol. Behayv. 45, p. 975-983,
1989.

DI BONA, G.F.et al. Nervous kidney. Interaction between renal
sympathetic nerves and the renin-angiotensin systeéhe control of
renal functionHypertension, v.36, n.6, p.1083-1088, 2000.

DIAS DA SILVA,; V. et al Heart rate and arterial pressure variability
and baroreflex sensitivity in ovariectomized spoetzusly hypertensive
rats.Life Sciencesv. 84, n.21, p. 719-724, 2009.

DOG"RU M.T.et al The relationship between serum sex steroid levels
and heart rate variability parameters in malesthaceffect of age
Turk Kardiyol Derns Ars, v.38, n.7, p. 459-65, 2010.

DOS SANTOS, R.Let al Sex hormones in the cardiovascular system.
Horm Mol Biol Clin Investig, v.18, n.2, p.89-103, 2014.

ELGER, W.et al Conception and pharmacodynamic profile of
drospirenoneSteroids v. 68, p.891-905, 2003.

ESLER, M.et al Measurement of overall and cardiac norepinephrine
release into plasma during cognitive challenge.
Psychoneuroendocrinologyy.14, n.6, p.477-481, 1989.

ETO, M.et al Reduced endothelial vasomotor function and erddnc
neointimal formation after vascular injury in a rabdel of blood
pressure labilityHypertens, Res v.26, p.991-998, 2003.

EVERSON-ROSE, S.Aet al.. Chronic stress, depressive symptoms,
anger, hostility, and risk of stroke and transisohemic attack in the
multi-ethnic study of atheroscleros&roke, v.45, n.8, p.2318-2323,
2014.

FAZAN, R, Jr.et al. Frequency-dependent baroreflex modulation of
blood pressure and heart rate variability in camssimiceAm J
Physiol Heart Circ Physiol, v.28. p.1968-1975, 2005.

FERRER, Met al Estrogen replacement increaBesdrenoceptor-
mediated relaxation of rat mesenteric arterle®/asc. Resv.33, n.2,
p.124-131, 1996.



75

FIMOGNARI, F.L. et al Associated daily biosynthesis of cortisol and
thromboxane A2: a preliminary repodtLab Clin Med, v.128, n.1,
p.115-121, 1996.

FLORAS, J.Set al. Differential sympathetic nerve and heart rate
spectral effects of nonhypotensive lower body negairessureAm J
Physiol Regul Integr Comp Physioly. 281, n.2, p. 468-475, 2001.

FREEDMAN, R.R.et al Sex differences in peripheral vascular
adrenergic receptor€irc Res, v.61, n.4, p.581-585, 1987.

FU, J.et al Studies on distribution of FSH, LH and colocdiiaa with
GnRHR in rat submaxillary gland&cta Anatomica Sinica,v.35,
p.652-655, 2004.

FU, Q et al. Effects of lower body positive pressure on muscle
sympathetic nerve activity response to head-upAtitt J Physiol Regul
Integr Comp Physiol, v. 281, n.3, p. 778-785, 2001.

GALLAGHER, P.E.et al Estrogen regulation of angiotensin-
converting enzyme mRNAlypertension, v.33, p.323-328, 1999.

GENAZZI, A.R. et al Progesterone, progestagens and the central
nervous system. Hum Reprod v.15, p. 14-27, 2000.

GOEL ,N.; BALE, T.L. Organizational and activatidmdfects of
testosterone on masculinization of female physicklgand behavioral
stress responsesndocrinology, v. 149, n.12, p. 6399-6405, 2008.

GOLBIDI, S.et al Chronic stress impacts the cardiovascular system:
animal models and clinical outcomdésn J Physiol Heart Circ

Physiol, v.308, p.1476—1498, 2015.

GRIPPO, A.Jet al Behavioral and cardiovascular changes in the
chronic mild stress model of depressiBhysiol Behay v.78, p.703-
710, 2003.

GRASSI, D.et al Estradiol and testosterone regulate arginine-
vasopressin expression in SH-SY5Y human femaleoidastoma cells
through estrogen receptors alpha and Betdocrinology, v.154,
p.2092-2100, 2013.



76

GUYENET, P.G. The sympathetic control of blood pres.Nat Rev
Neurosg v.7, p.:335-346, 2006.

HAMLET, M. A. et al Effect of estradiol on release and disposition of
norepinephrine from nerve endingsn. J. Physiol v.239, n.4, p.450-
456, 1980.

HANDA, R.J.et al Androgen regulation of adrenocorticotropin and
corticosterone secretion in the male rat follownyelty and foot shock
stressorsPhysiol. Behay, v. 55, n.1, p. 117-124, 1994.

HANDA, R.J.et al Gonadal steroid hormone receptors and sex
differences in the hypothalamo-pituitary-adrenasa{orm. Behav, v.
28.n. 4. P.464-476, 1994.

HART , E. C. J.; CHARKOUDIAN, N. Sympathetic NeuiRégulation
of Blood Pressure: Influences of Sex and AgRigysiology; v.29, p.8-
15, 2014.

HART, E.C.et al Sex and ageing differences in resting arteriesgure
regulation: the role of th@-adrenergic receptord. Physiol, v.589,
n.21, p. 5285-5297, 2011.

HART, E.C.et al Sex differences in sympathetic neural-hemodynamic
balance: implications for human blood pressure legigun.
Hypertension, v.53, n.3, p.571-576, 2009.

HEESCH, C.M. ROGERS, R.C. Effects of pregnancy prodesterone
metabolites on regulation of sympathetic outfl@in Exp Pharmacol
Physiol, v. 22, n. 2,p. 136-142, 1995.

HERMAN, J.P.et al Expression of ionotropic glutamate receptor
subunit in the hypothalamic paraventricular nucleiuthe rat.J Comp
Neurol, v.422, n.3, p.352-362, 2000.

HIWATARI, M. et al The contribution of vasopressin and angiotensin
to the maintenance of blood pressure after autombiockade.
Hypertension. v.7, n.4, p. 547-553, 1985.



77

HOFFMAN, B. B.et al Alpha adrenergic subtypes in rabbit utenis:
Mediation ofmyometrial contraction and regulationdstrogensl.
Pharmacol. Exp. Ther, v.219, n.2, p.290-295,1981.

HUAN, Y. et al. Role of the ovarian cycle on neural cardiovascula
control in sleep-deprived womei Appl Physiol, v.118, n.4,p.419-426,
2015.

HUANXIAN, C. et al FSH stimulates lipid biosynthesis in chicken
adipose tissue by upregulating the expressiorsaéiteptor FSHRI
Lipid Res, v.54, n.5, p.909-917, 2012.

HUBER, D.A.; SCHREIHOFER, A.M. (2011). Altered rdgtion of the
rostral ventrolateral medulla in hypertensive obéseker ratsAm J
Physiol Heart Circ Physiol v.301, p.230-240, 2011.

HUGHES, G.Set al Sex steroid hormones are altered in essential
hypertensionJ Hypertens, v.7, n.3, p.181-187, 1989.

HUIKURI , H.V. et al Sex-related differences in autonomic modulation
of heart rate in middle-aged subje@@sculation, v. 94, n. 2, p. 122-
125, 1996.

HUNT, B. E.et al Estrogen Replacement Therapy Improves Baroreflex
Regulation of Vascular Sympathetic Outflow in Postimpausal
Women.Circulation, v. 103. n 24. p. 2909-2914, 2001

JAPUNDZIC, N.et al Spectral analysis of blood pressure and heaat rat
in conscious rats: effects of autonomic blockér&uton Nerv Syst
v.30, p.91-100, 1990.

JI, H.et al Role of angiotensinconverting enzyme 2 and aeggih(1-
7) in 17beta- oestradiol regulation of renal patlyglin renal wrap
hypertension in rat&xp Physid, v. 93, n.5, p. 648-657, 2008.

KAJANTIE, E.; PHILLIPS, D.l. The effects of sex@hormonal status
on the physiological response to acute psychosstizds.
Psychoneuroendocrinologyv.31, p.151-178, 2006.

KALLEN, A. N.; PAL, L. Cardiovascular disease andhaan function.
Curr Opin Obstet Gynecol, v.23, p.258-267, 2011.



78

KANNAN, H.; YAMASHITA, H. Increase in sympatheticyb
paraventricular nucleus stimulation in awake rdtm J Physiol,
v.256, n.6/2, p.1325-1330, 1989.

KAO, S.W.et al Early effects of ovotoxicity induced by 4-
vinylcyclohexene diepoxide in rats and miBeprod. Toxicol, v.13, p.
67-75, 1999.

KATAFUCHI, T. et al. Effects of chemical stimulation of
paraventricular nucleus on adrenal and renal rectreity in rats.
Neurosci Lett, v.86, n.2, p.195-200, 1988.

KELLER-WOOD, M. ACTH responses to hypotension aeedback
inhibition of ACTH increased by chronic progestezdreatmentAm.
J. Physiol v. 274, p. 81-87, 1998.

KIM, A.M. et al Sex bias in trials and treatment must évakure, v.
465, n.7299, p. 688-689, 2010.

KIM, J.K. et al Recent changes in cardiovascular risk factorsngmo
women and menl Womens Health (Larchmt),v.15, p.734-746, 2006.

KIRCHHEIM, H. et al.Sympathetic modulation of renal hemodynamics
renin release and sodium excretiélin Wochenschr, v67, n.17,
p.858864,1989

KIRILOV, G.et al Elevated plasma endothelin as an additional
cardiovascular risk factor in patients with CustérgyndromeEur J
Endocrinol, v.149, n.6, p.549-53, 2003.

KLEIGER, R.E.et al Decreased heart rate variability and its associatio
with increased mortality after acute myocardiaaisfion Am J

Cardiol, v. 59, n. 4, pag. 256- 262, 1987.

KNEALE, B.J.et al Gender differences in sensitivity to adrenergic
agonists of forearm resistance vasculatilisgkm Coll Cardiol, v. 36,
n4., p.1233-1238, 2000.

KOPP, U.C; DIBONA, G.F. Neural regulation of renin secretion.
Semin Nephro| v13, n.6, p.54351,2000



79

KUDIELKA, B.M. et al. Psychological and endocrine responses to
psychosocial stress and dexamethasone/corticotrefd@asing hormone
in healthy postmenopausal women and young contt@smpact of
age and a two-week estradiol treatmeaxguroendocrinology, v.70,

n.6, p.422-30, 1999.

LA ROVERE, M.T.et al Baroreflex sensitivity and heart-rate
variability in prediction of total cardiac mortaliafter myocardial
infarction. ATRAMI (Autonomic Tone and Reflexes aftMyocardial
Infarction). Lancet v. 351, n, 9101, p, 478-484, 1998.

LA ROVERE, M.T.et al. Baroreflex sensitivity: Measurement and
clinical implications Ann Noninvasive Electrocardiol v.13. n.2, p.
191-207, 2008.

LEFRANDT, J.D.et al Inverse relationship between blood glucose and
autonomic function in healthy subjedBabetes Care v.23, p.1862-
1864, 2000.

LI, Y.F,; PATEL, K.P. Paraventricular nucleus béthypothalamus
and elevated sympathetic activity in heart faildbhe: altered inhibitory
mechanismsActa Physiol Scand v.177, n.1, p.17-26, 2003.

LI, Y.F. et al NMDA-mediated increase in renal sympathetic nerve
discharge within the PVN: role of nitric oxideAm J Physiol v.281,
n.6, p.2328-2336, 2001.

LI, Y.F. et al. Interaction between glutamate and GABA systanihe
integration of sympathetic outflow by the paravientiar nucleus of the
hypothalamus. Am J PhysiolHe&irc.Physiol, v.291, n.6, p.2847-
2856, 2006.

LINDHEIM, S.R.et al Behavioral stress responses in premenopausal
and postmenopausal women and the effects of estrAge J. Obstet.
Gynecol v.167, p.1831-1836, 1992.

LIU, M.Y. et al Alterations in EDHF-mediated hyperpolarizatioman
relaxation in mesenteric arteries of female ratsiig-term deficiency

of oestrogen and during oestrus cy@eJ Pharmacol, v. 132, n. 5, p.
1035- 1046, 2001.



80

LOHFF, J.Cet al Characterization of cyclicity and hormonal prefil
with impending ovarian failure in a novel chemigaduced mouse
model of perimenopaus€omparative Medicine,v.55, n.6, p.523-527,
2005.

LORETTA, P.et al The Follicle-Deplete Mouse Ovary Produces
Androgen Biology of Reproduction, v.71, n.1, p.130-138, 20.

LUNDBER, G.U. Stress hormones in health and illndss roles of
work and gendePsychoneuroendocrinologyv.30, p.1017-1021,
2005.

LUOTO, R.et al Blood pressure and menopausal transition: The
Atherosclerosis Risk in Communities study (1987-96rnal of
Hypertension, v.18, n.1., p. 27-33, 2000.

MAHMOUD, M.; et al Longitudinal assessment of the effects of
estrogen on blood pressure and cardiovascular eunicractivity in
female ratsClin Exp Pharmacol Physiol v.36, n. 10, p. 1002-1009,
20009.

MALIK, M. et al Heart rate variability: Standarts of measurement,
physiological interpretation, and clinical ugiropean Heart Journal,
v.17, n.3, p.354-381, 1996.

MALLAREDDY, M. et al. Drospirenone, a new progestogen, for
postmenopausal women with hypertensiorugs Aging, v. 24, n.6,
p.453-66, 2007.

MALLIANI, A. et al Cardiovascular neural regulation explored in the
frequency domairCirculation, v.84, p.482-492, 1991.

MALPAS, S.C Neural influences on cardiovascular variability:
possibilities and pitfallsAm J Physiol Heart Circ Physiol,v.282, n.1,
p.6-20, 2002.

MANDREKAR, P. S.et al Immuno-cytochemical localization of
follicle stimulating hormone in normal human stoima&nat. Rec
v.227, n.3, p.334-339, 1990.



81

MARTIN, D.S.; HAYWOOD; J.R. Sympathetic nervous &ys
activation by glutamate injections into the pardrienlar nucleus.
Brain Res, v.577,n.2, p.261-267, 1992.

MASILAMANI, S.; HEESCH; C.M. Effects of pregnancyd
progesterone metabolites on arterial baroreflecoimscious ratsAm J
Physiol, v.272, n.3, p. 924-934, 1997.

MAYER, L.P.et al The follicle-deplete mouse ovary produces
androgenBiol. Reprod, v.71, p.130-138, 2004.

MCMAHON, E.G. Recent studies with eplerenone, aghselective
aldosterone receptor antagon@urr Opin Pharmacol, v.1, n.2, p.
190-196, 2001.

MERCURO, Gget al Evidence of a role of endogenous estrogen in the
modulation of autonomic nervous systedm. J. Cardiol, v.85, n.6, p.
787-789, 2000.

MEYER, M.C.Estrogen replacement attenuates registartery
adrenergic sensitivity via endothelial vasodilatéms J Physiol, v.272,
p.2264-2270, 1997.

MIDDLEKAUFF, H.R. et al. Acupuncture effects on reflex responses
to mental stress in humarfsm J Physiol Regul Integr Comp Physiol,
v.280, n.5, p.1462-1468, 2001.

MINAMI, N. et al Effect of Estrogen on Pressor Responses to al-
Adrenoreceptor Agonist in Conscious Female Rdypertens Res,
v.25, n.4, p. 609-613, 2002.

MOREY.A K. et al Estrogen and progesterone inhibit vascular smooth
muscle proliferationEndocrinology, v. 138, n. 8, p. 3330-3339, 1997.

NEVES, V.F.et al Autonomic modulation of heart rate of young and
postmenopausal women undergoing estrogen theBapy.J Med Biol
Res v.40, n.4, p. 491-499, 2007.

NEVES, V.J.et al Proatherosclerotic effects of chronic stress aem
rats: altered phenylephrine sensitivity and nitiade synthase activity
of aorta and circulating lipid&tress v.12, p.3207-3207, 2009.



82

NICKENIG, G.et al Estrogen modulates AT1 receptor gene expression
in vitro and in vivo.Circulation, v.97, p.2197-2201, 1998.

ONG, K.L.et al. Gender difference in blood pressure control and
cardiovascular risk factors in Americans with diaged hypertension.
Hypertension, v.51, p.1142-1148, 2008.

ORTIZ, J.et al Biochemical adaptations in the mesolimbic dop&min
system in response to repeated stidssiropsychopharmacologyv.
14, n. 6, p. 443-452, 1996.

OTTENWELLER, J.Eet al A chronic stress state in rats: Effects of
repeated stress on basal corticosterone and beh@kigsiol. Behay v.
51, p. 689-698, 1992.

PAGANI, M. et al Power spectral analysis of heart rate and akteria
pressure variabilities as a marker of sympatho-Maggraction in man
and conscious dogirc Res, v.59,p.178-193, 1986.

PAREDES-CARBAJAL. M.C. Effects of acute and chroegtrogenic
treatment on vasomotor responses of aortic riraga fsvariectomized
rats.Life Sci, v.57, n.5, p. 473-486, 1995.

PARMER, R.Jet al Baroreflex sensitivity and heredity in essential
hypertensionCirculation ., v.85, n.2, p. 497-503,1992.

PENDERGRASS, K.Det al Sex differences in circulating and renal
angiotensins of hypertensive mRen(2). Lewis butnooiotensive
Lewis rats Am J Physiol Heart Circ Physiol v.295, p.10-20, 2008.

PERSSON, P.B. Spectrum analysis of cardiovascuer seriesAm J
Physiol, v.273, p.1201-1210, 1997.

POLLOW, K.et al Dihydrospirorenone ZK30595): a novel synthetic
progestagen -characterization of binding to diffiéreceptor proteins.
Contraception, v.46, n.6, p. 561-574, 1992.

PORTER, J.P. BRODY, M.J. A comparison of the heynaghic
effects produced by electrical stimulation of sutdaiof the
paraventricular nucleusBrain Res, v.375, n.1, p.20-29, 1986.



83

PRIOR, J.C. et al. Progesterone therapy, endotliiefiation and
cardiovascular risk factors: a 3-month randomipdaicebo-controlled
trial in healthy early postmenopausal womehoS Oneg v.9, n.1.
p.e84698, 2014.

REIS, F.M.C.V.et al Hormonal changes and increasedanxiety-like
behavior in aperimenopause-animal model inducedl by
vinylcyclohexene diepoxide (VCD) infemale rats.
Psychoneuroendrocrinology v.49, p. 130-140, 2014.

RIVERA,. et al. Steroidogenic Capacity of ResidOahrian Tissue in 4
Vinylcyclohexene Diepoxide-Treated Midgiol Reprod, v.80, n.2,
p.328-336, 2009.

RODGERS, R.J.; COLE, J.C. Anxiety enhancementemtlurine
elevated plus maze by immediate prior exposured@bkstressors.
Physiol. Behay v.53, p.383-388, 1993.

ROSANO, G. M. Cet al Effect of estrogen replacement therapy on
heart rate variability and heart rate in healthgtp®nopausal women.
Am. J. Cardiol, v.80, n6., p. 815-817, 1997.

ROSS, C.Aet al Afferent projections to cardiovascular portiofishe
nucleus of the tractus solitarius in the Bxtain Res, v. 223, n.2, p. 402-
408, 1981.

ROY, B.N.et al The effects of estrogen and progesterone on
corticotropin-releasing hormone and arginine vassgin Messenger
ribonucleic acid levels in the paraventricular rus and supraoptic
nucleus of the rhesus monk&ndocrinology, v. 140, n.5, p. 2191-
2198, 1999.

ROZANSKI, A. et al Impact of psychological factors on the
pathogenesis of cardiovascular disease and imiplicafor therapy.
Circulation, v.99, n.16, p.2192-217, 1999.

RUMANTIR, M.S. et al The 'adrenaline hypothesis' of hypertension
revisited: evidence for adrenaline release fromhibert of patients with
essential hypertensiod.Hypertens, v.18, n.6, p.717-723, 2000.



84

SALEH, M.C.et al Autonomic and cardiovascular reflex responses to
central estrogen injection in ovariectomized fermate Brain Res,
v.879, p. 105-114, 2000.

SALEH, T.M.; CONNELL, B.J. Role of oestrogen in tbentral
regulation of autonomic functio&lin Exp Pharmacol Physiol v.34,
n.9, p.827-832, 2007.

SAPER, C.Bet al Direct hypothalamo-autonomic connectiomsain
Res v.117, n.2, p.305-312, 1976.

SCHLENKER, E.et al Cardiorespiratory and metabolic responses to
injection of bicuculline into the hypothalamic peeatricular nucleus
(PVN) of conscious rat®&rain Res, v.895, n.1/2, p.33-40, 2001.

SCHMIDT, P.Jet al Estrogen replacement in perimenopause-related
depression: a preliminary repofim. J. Obstet, Gynecolv.183, p.414-
420, 2000.

SCHREIHOFER, A.M.; GUYENET, P.G. Baro-activated rens with
pulse-modulated activity in the rat caudal ventesta medulla express
GAD67 mRNA J Neurophysiol v.89, p.1265-1277, 2003.

SCHUNKERT, H.et al Effects of estrogen replacement therapy on the
renin-angiotensin system in postmenopausal wo@gaoulation, v. 95,
p.39-45, 1997.

SELYE, H. A syndrome produced by diverse nocugents.Nature,
v. 138, 1936.

SHAFTON, A.D.et al Neurons in the hypothalamic paraventricular
nucleus send collaterals to the spinal cord artdwostral ventrolateral
medulla in the ratBrain Res, v.801, n.1/2, p.239-243, 1998.

SHERWOOD, Aet al Cardiovascular hemodynamics during stress in
premenopausal versus postmenopausal wolenopause v.17, p.
403-409, 2010.

SIMONCINI, T. et al Differential signal transduction of progesterone
and medroxyprogesterone acetate in human enddtbellis
Endocrinology, v.145, n.12, p.5745-5756, 2004.



85

SMILEY. D.A.; KHALIL, R.A. Estrogenic compounds, tesgen
Rreceptors and vascular cell signaling in the abingd vessels.
CurrMed Chem, v.16, n.15, p.1863-1887, 2009.

SPRENSEN, M.Bet al Temporal changes in clinic and ambulatory
blood pressure during cyclic post-menopausal hoemteplacement
therapy.J Hypertens,v.18, n.10, p.1387-1391, 2000.

SPARY, E.Jet al Changes in oestrogen receptor alpha expression in
the nucleus of the solitary tract of the rat over vestrous cycle and
following ovariectomy.J. Neuroendocrinol v. 22, n. 6, p. 492-502,
2010.

SPARY, E.J. Oestrogen receptors in the centraloesrgystem and
evidence for their role in the control of cardiosalar function.J Chem
Neuroanat, v.38, n.3 ,p. 185-196, 2009.

SPRINGER, L.Net al Follicular mechanisms associated with 4-
vinylcyclohexene diepoxide-induced ovotoxicity ats.Reprod.
Toxicol, v.10, p.137-143, 1996.

STEENBERGEN, H.Let al Sex-dependent effects of aversive
stimulation on holeboard and elevated plus-mazeweh Behav.
Brain Res, v. 43, p. 159-165, 1991.

STOCKER, S.Det al. Water deprivation increases Fos
immunoreactivity in PVN autonomic neurons with jeations to
the spinal cord and rostral ventrolateral meduliaa J Physiol Regul
Integr Comp Physiol, v.287, n.5, p.1172-1183, 2004b.

STOCKER, S.Det al . Acute inhibition of the hypothalamic
paraventricular nucleus decreases renal sympathatie activity and
arterial blood pressure in water-deprived raés J Physiol Regul
Integr Comp Physiol, v.286. n.4. p.719-725, 2004a.

SWANSON, L.W.; KUYPERS, H.G. The paraventriculactaus of the
hypothalamus: cytoarchitectonic subdivisions arghpization of
projections to the pituitary, dorsal vagal complaxg spinal cord as
demonstrated by retrograde fluorescence doubldigbmethods.J
Comp Neurol, v.194, n.3, p.555-570, 1980.



86

TAGAWA, T, DAMPNEY, R.A. AT(1) receptors mediate @tatory
inputs to rostral ventrolateral medulla pressarraes from
hypothalamus Hypertension, v.34, n.6, p.301-1307, 1999.

THURSTON, R.Cet al Is the association between socioeconomic
position and coronary heart disease stronger inewotiman in men?
Am. J. Epidemiol, v.162, p.57-65, 2005.

THURSTON, R.C.; KUBZANSKY, L.D. Multiple sources of
psychosocial disadvantage and risk of coronarytlisease.
Psychosom. Meglv.69, p.748-755, 2007.

TIMIO, M. et al Blood pressure in nuns in a secluded order ae20-y
follow-up. Miner Electrolyte Metab, v. 25, n.1, p. 73-79 ,1999.

ULRICHBALAI Y. M.; HERMAN J. P. Neural regulation of endace
and autonomic stress respondést Rev Neuroscj Jun;10(6):397-409,
2009.

VALENCIA-HERNANDEZ, I. et al The effects of 1F-oestradiol on
increasedi(1)-adrenergic vascular reactivity induced by pngjed
ovarian hormone deprivation: the role of voltagpetaent L-type Ca
channels.Rharmacology. v.90, n.5, p.316-323, 2012.

VAN KEMPEN, T.A. et al. Characterization of neural estrogen
signaling and neurotrophic changes in the accelératarian failure
mouse model of menopaugndocrinology, v.155, n.9, p.3610-3623,
2014.

VAN VLIET, B.N. et al Baroreflex stabilization of the double
(pressure-rate) product at 0.05 Hz in conscioukitalAm J Physiol
Regul Integr Comp Physiol v.282, p.1746-R1752, 2002.
VANDERHORST, V.G.et al. Estrogen receptor-alpha and -beta
immunoreactive neurons in the brainstem and spmal of male and
female mice: relationships to monoaminergic, ctestyic, and spinal
projection systemsl. Comp Neurol, v. 488, n. 2. p. 152-179, 2005.

VIAU, V.; MEANEY, M.J. Testosterone-dependent véioas in
plasma and intrapituitary corticosteroid bindingkmilin and stress



87

hypothalamic- pituitary—adrenal activity in the maht. JEndocrinol,
v.181, n. 2, p. 223-231, 2004.

WALKER C.D. et al Ontogeny of the stress response in the ratafole
the pituitary and the hypothalami@&ndocrinology, v. 118, n. 4, p.
1445-1451, 1986.

WALKER, Q.D.et al Effect of ovarian hormones and estrous cycle on
stimulation of the hypothalamo—pituitary—adrenabkdy cocained.
Pharmacol. Exp. Ther, v. 297, n. 1, p. 291-298, 2001.

WASSERTHEIL-SMOLLER, Set al. Hypertension and its treatment in
postmenopausal women: baseline data from the Werhisdlth
Initiative. Hypertension, v.36, p.780-789, 2000.

WATKINS, L.L. et al Is there a glycemic threshold for impaired
autonomic controlDiabetes Care v.23, p.826-830, 2000.

WEINSTOCK, M.et al Baroreflex sensitivity and susceptibility to
systolic hypertension induced by DOCA-salt in tladi@ ratAm J
Physiol, v.246, p. 448-452, 1984

WHITE, M. M. et al Estrogen, progesterone, and vascular reactivity:
potential cellular mechanismsndocr. Rey, v.16, n.6, p. 739-751,
1995.

WHITE, W.B. Effects of the hormone therapy, drospone and 17-
beta estradiol, on early morning blood pressuoistmenopausal
women with hypertensiod. Am Soc Hypertensv. 2, n. 1, p. 20-27,
2008.

WHITE, W.B. et al Drospirenone with 17beta-estradiol in the
postmenopausal woman with hypertensilimacteric, v.1, p.25-31,
2007.

WHITE, W.B. et al Effects of a new hormone therapy, drospirenone
and 17-beta-estradiol, in postmenopausal womenlwipiertension.
Hypertension, v.48, n.2, p.246-253, 2006.

WIINBERG, N.et al 24-h ambulatory blood pressure in 352 normal
Danish subjects, related to age and gerferJ Hypertens, v.8,
p.978-986, 1995.



88

WILLNER, P.et al Reduction of sucrose preference by chronic
unpredictable mild stress, and its restoration bycgclic
antidepressanBsychopharmacologyv.93, n.3, p.358-64, 1987.

WILLNER, P.et al Reduction of sucrose preference by chronic
unpredictable mild stress, and its restoration bycgclic
antidepressanBsychopharmacology (Berl)v.93, p.358-364, 1987

WISE, P.M.et al Neuroendocrine modulation and repercussions of
female reproductive aginecent Prog. Horm Res, v.57, p.235-256,
2002.

WOODMANSEE, W.Wet al Factors that modulate inescapable shock-
induced reductions in daily activity in the rBharmacol. Biochem.
Behay, v. 45, p. 553-559, 1993.

WU, J.M.et al Ovarian aging and menopause: current theories,
hypotheses, and research moded. Biol. Med. (Maywood),v.230,
p.818-828, 2005.

XUE, B. et al Estrogen receptd-in the paraventricular nucleus and
rostroventrolateral medulla plays an essentialgetote role in
aldosterone/salt-induced hypertension in femake Ilgfpertension, v.
61, n. 6, p. 1255-1262, 2013.

XUE, B. et al. Estrogen receptor-alpha mediates estrogen piartect
from angiotensin ll-induced hypertension in congsifemale miceAm
J Physiol Heart Circ Physiol v. 292, n.4, p. 1770-1776, 2007.

XUE, B. et al. Sex differences in the development of angiotehsin
induced hypertension in conscious miéen J Physiol Heart Circ
Physiol,v.200, n. 5, p.2177-2184, 2005.

YANES, L.L. et al Postmenopausal hypertension: role of the Renin-
Angiotensin systentlypertension, v.56, p.359-363, 2010.

ZAYDUN, G. et al. Menopause is an independent factor augmenting the
age-related increase in arterial stiffness in #idygpostmenopausal
phaseAtherosclerosis v. 184, n. 1, p. 137-142, 2006.



89

ZHANG, K.; PATEL, K.P. Effect of nitric oxide with the
paraventricular nucleus on renal sympathetic ndiseharge: role of
GABA. Am. J. Physio| v.275, n.3/2, p.728-734, 1998.

ZHANG, W.Y. et al. Chronic unpredictable mild stress affects
myocardial metabolic profiling of SD rats. Pharm. Biomed Anal,
v.70, p.534-538, 2012.

ZHANG, Y.; DAVIDGE, S.T. Effect of estrogen replanent on
vasoconstrictor responses in rat mesenteric astéfigertension, v.34,
n.5, p. 1117-1122, 1999.

ZHANG,W.Y. et al Chronic unpredictable mild stress affects
myocardial metabolic profiling of SD rats. Pharm. Biomed,v.70,
p.534-538, 2012.

ZHENG, C.; ZHANG, T. Alteration of phase—phase g between
theta and gamma rhythms in a depression-modetaiCagn
Neurodyn, v.7, n.2, p.167-172, 2013.

ZOCCAL, D.B.et al Sympathetic-mediated hypertension of awake
juvenile rats submitted to chronic intermittent byja is not linked to
baroreflex dysfunctionExp Physiol v.94, p.972-983, 2009.



90

LISTA DE ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo de aprovagédo do comité de étigeo uso de animais (1)

bttpzinntes.ufeewaplicieenans v Res liados AR T AT TRM Ad,

Recultado de Sobotacdo da Protecsls
Protcon
PPOODAIZ
Thulo
Alleraglies Lanhovasculeres ¢ dybentmtes om Modeles Exazrmentz s de Inbolzrénch & Clkose
Data de Entaada
FENSFINE

Reswbads:

aprmsana

DatafPtazo

Uiz

Consideracies

Oficia o 1247010 APRPE2012

Dha: Presidente da Comissiio de Fhies no Usa de Amirais-CELUA

Aali): Mrofia) Driap Domatila Augusta TTiber, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas - CCB

Trezadoia) 'rofessora),
Lo relagie an protocolo de pesguisa sob sua responsabilidads a CEUA deliberow o seguinte;

= APROVAL, por teds anas, para a wilizagio decitenta rates (Ratius Norvegicus).

- Procedéncia do animal: Ristério Central da UESC

'or acasifo do términe desse protaenio, DFEVERA SER ATRESENTA D BELATORIC datalhade
relacionmndhy o uso de animais no TProjete desenvolvida aos resultades abtidos, canforme formulicie
O LINE CELLAL

Atencizsanednns,

ReI21Srio FIN3l pravista para (90 dias apas Lbiwing b sig@nuia o proloobs s s oot da o pressilagau s s
nowva protacakad
Data 14/03/3016

Tanta 14072/0018
Paracarioe)!
(‘__. ;I

Ic \u(ert, A

#

Prof. Assoc Carlos RogerloTonUSSI D.Sc.
COMISSAQ DE ETICAND USO DE ANIMAIS — PRPE - UFSC|
FPRESIDENTE |

A Sulicilagdo . Srigr Relalbio

Parecer] PRODRIZ ndl Parceer? PPOORTY

Pde2 (R TR ]
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ANEXO 2. Protocolo de aprovagao do comité de étiga uso de animais (2)

Protocola
PPOO842

Titulo

P para o use de snimals o Laboratérlo de Neuroendacrinologla da Reproducia
Data de Entrada

20/12/2012

Resultado:

Aprovado
[Data/Prazo
03/05/201%

Considaragias

Dficin n° 013CEUAS H13

Dio: Presidents dn Comissio de Etica no Uso da Amimaiz-CETA

Ao{g): Proffa) Dr{s) Femanda Barbesa Lima Christian, Depto, Cincias Fisiologicas - CCB
Prezado(z) Professor(a),

‘Em relacio 20 protocalo de pesquisa sob s responsahitidade 2 CEUA delibarou o sezuinse:

- ADROVADO, por quatro ames, par a urikizag o de quinhentos ramws (Wistar) fEmeas.
- Procedéncia do animal: Biotério Central
Par pcastio do térmme desse protocolo, DEVERA SER. APRESENTADO RELATORIO detalhado relacionando o uso de
animais no Projeto desenvalvido 205 resuliados obtides, coxforme formulario ON LINE CEUA.
Atenciosaments,
Relatério Final previsto para {90 dias apés término da vigéncia do protocclo ou no momento da
do de um
[Data 03/08/2017

Dats 07,/08/2013

Parecer{es):

= )
,XK &l AL
L -l O,‘_,U\ A
Frof. Assac, Carlos Rogérle Tonuss|, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE

J L




