Patricia Ribeiro do Val Lima

EFEITO DA DEFICIENCIA DA TESTOSTERONA NAS
SUBPOPULACOES MITOCONDRIAIS EM CARDIOMIOCITOS DE
RATOS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal do Espirito Santo — UFES, para
obtencao do Titulo de Mestre em Ciéncias.

Vitoria
2017



Patricia Ribeiro do Val Lima

EFEITO DA DEFICIENCIA DA TESTOSTERONA NAS
SUBPOPULACOES MITOCONDRIAIS EM CARDIOMIOCITOS DE
RATOS

Dissertacao apresentada a Universidade Federal do
Espirito Santo — UFES, para obtencdo do Titulo de

Mestre em Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Rogério Faustino Ribeiro Junior
Coorientador: Prof. Dr. Dalton Valentim Vassallo

Vitoria
2017



Dados Internacionais de Catalogacgéo-na-publicacao (CIP)
(Biblioteca Setorial de Educacéo,
Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

Lima, Patricia Ribeiro do Val, 1968-

Efeito da deficiéncia da testosterona nas subpopulacdes
mitocondriais em cardiomiécitos de ratos. / Patricia Ribeiro do
Val Lima. — 2017

80 f.

Orientador: Rogério Faustino Ribeiro Janior

Coorientador: Dalton Valentim Vassallo

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), Ciéncias Fisioldgicas.

1. Testosterona. 2. Insuficiéncia Cardiaca. 3. Mitocondrias.
4. Proteinas de Transporte da Membrana Mitocondrial. 5.
Hormodnios Gonodais.




UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO — UFES
Centro de Ciéncias da Saude

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas
REGISTRO DE JULGAMENTO DA DEFESA DE TESE DA CANDIDATA AO
TITULO DE MESTRE PELO PPGCF/CCS/UFES
N° Matriculada Candidata:

&

Servigo Puablico Federal
Ministério da Educacéo
Universidade Federal do Espirito Santo
Programa de Pds-Graduagio em Ciéncias Fisiclogicas

Registro de Julgamento de Disserta de Mestrado

A Comissao Julgadora que examinou a Dissertacao de Mestrado da candidata Patricia
Ribeiro do Val Lima, intitulada “Efeito da Deficiéncia da Testosterona nas
Subpopulagbes Mitocondriais em Cardiomidcitos de Ratos", decidiu, por
unanimidade, aprovar a referida Dissertagio de Mestrado. Dessa forma. a candidata
cumpriu todos os requisitos descritos no Regimento Interno do Programa de Pds-
Graduagao em Ciéncias Fisiologicas e, portanto, a Comisso Julgadora declara que a
aluna faz jus a obtengao do Grau de Mestra em Ciéncias Fisiologicas.

Vitdria — ES, 1° de junho de 2017,

-
1, I. A Y.
Ny~ QZ{E:

. Proff. Dr®. ALESSANDRA S. PADILHA
Prof®. Dr*. SUELY GOMES DE Coordenadora do Programa de Pos-Gradusgfio em

FIGUEIREDO Cilbnrias Fenloltgicas
Presidente da Comissde Julgadora - Programa de Pas-

Graduacho em Ciénciay Fisioltgicas

Prof nrf-' % RIO FAUSTI —Li %‘?’mt o m
. NO CINTIA SILVA LIRIO

RIBEIRO JUNIOR :
Secreldria Administrativa - rama de Pds-
Drientador Gradusgio em E-Enn-mimdgm



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO — UFES
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas

Laboratorio de Eletromecanica Cardiaca e Reatividade Vascular

Coordenador do Curso de Pos-Graduacao: Profa. Dra. Alessandra Siméo Padilha



“Bem-aventurado o homem que acha sabedoria,
e 0 homem que adquire conhecimento.”
Provérbios 3:13



Dedicatéria

Aos meus queridos pais Humberto e Eliana, pelo amor sobejamente demonstrado,
pelo esforco empreendido em toda minha formacgéo, apoio incondicional e que

dignamente me apresentaram o caminho da honestidade e persisténcia.

Ao meu amado esposo, Melchior, pelo carinho, companheirismo e constante
incentivo em todas as fases de preparo deste trabalho. Sem vocé nenhuma conquista

valeria a pena.

Aos meus amados filhos, Raphael e Felipe, pelo amor e disposicdo em suportar os

momentos de auséncia durante o periodo da P6s-Graduacéo.



Agradecimentos

Inicio, agradecendo a Deus, que esteve sempre ao meu lado durante esta
caminhada. Muitas vezes o caminho tornou-se aspero a ponto de eu pensar em
desistir. Porém, o Senhor Todo Poderoso, proveu duas caracteristicas que estao
inseridas em meu ser, que sao: persisténcia e determinacdo. Contudo, nédo teria
chegado até aqui sem a ajuda de muitos Anjos e Instituicdes que Ele colocou ao
longo da minha estrada, alguns anénimos, outros, que posso declinar seus nomes,

com grande honra, a saber:

Ao meu Digno Orientador, Prof. Dr. Rogério Faustino Ribeiro Junior, pelo
apoio, amizade, atencdo, motivacao, cordialidade e pelas valiosas orientacbes

oferecidas, sem as quais esta Tese ndo seria possivel.

Ao meu Digno Coorientador, Prof. Dr. Dalton Valentim Vassallo (Chefe), por
ter-me incentivado e caminhado junto nos estudos do curso de Pés-Graduacéo, pelo

apoio e pelas sugestdes apresentadas durante a elaboracao desta Tese.

A Insigne Laboratorio de Eletromecanica Cardiaca e Reatividade Vascular,
orgdo da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), pela existéncia e
manutencado do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas, representada

pelo seu Diretor Prof. Dr. Dalton Valentim Vassallo.

Aos Emeéritos Professores do Laboratério de Eletromecéanica Cardiaca e
Reatividade Vascular, 6rgao da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),
pela dedicacédo, pelo esmero e compromisso com a exceléncia da educacéao cientifica,

aos dignos Funcionarios deste Departamento.

A Amiga Tatiani Botelho pelo incentivo, apoio e ensinamentos na minha
caminhada no curso de Pés-graduacao; Adicionalmente, a sua preciosa amizade fez

a grande diferenca nos meus momentos dificeis.

Aos meus Colegas PoOs-graduandos Laboratorio pela amizade,

companheirismo e suporte prestados durante todo o Curso.



As Professoras Doutoras Suely Gomes Figueiredo e Maylla Ronacher
Simdes pelas sugestbes apresentadas durante a elaboracao desta Tese e pelo apoio

na revisao.

As Amigas do Grupo Mitocondria (Elis Aguiar Morra, Karoline Souza
Ronconi, Paula Lopes Rodrigues) pela amizade, pelo incentivo e apoio durante toda

a preparacéo deste trabalho.

A Rosimeri Mattedi Carvalho pelo acolhimento, conselhos e disposicdo em

ajudar no curso de Pés-graduacédo. Eu agradeco do fundo do meu coracéao.

Atodos Parentes, Amigos e Colegas que, de alguma forma, contribuiram para

gue este Trabalho se concretizasse.

Finalmente, de forma muito especial, aos Animais de Experimentacao, que

foram sacrificados em prol do aprimoramento do conhecimento humano.



Sumario

INTRODUGAO ..ottt en e, 19
1.1 Defini¢cao da deficiéncia de teStoSterona ...........ccccccvvvvvvriieeiiiiieeieeeeeenn. 22

1.2 Testosterona e o sistema cardiovascular, metabolismo e processos 23

INFIAMALOTIOS ...
1.3 Efeitos da testosterona na fungéo contratil cardiaca ............cccccceveeeee. 24
I |V 1 (oY ol0] g [0 | 4 F= 1S 25
1.5 Fosforilacdo oxidativa da cadeia respiratoria ..........ccccvvvveeeveeieieeeeeennn. 29
1.6 Potencial de Membrana ... 31
1.7 Din&mica MItOCONAIIAl ........eevvviiiiiiieiiiii e 31
1.8 Sinalizagéo de célcio mitocondrial em midcitos cardiacos. ................... 33
1.9 Subpopulagdes MItOCONIIAIS ........uuuvurmriiiiiiee e 34
1.10 Papel da testosterona na funcédo mitocondrial ................ccceceeieieiennnn. 37
(@12 1 = I 1V LSRR 39
2.1 ObjetivVO @SPECITICO ..ottt 39
MATERIAL E METODO .....coioiiieeeee ettt 40
3.1 ANimMais EXPEriMENTAIS .......ccevvureiiiiiiee e e eee e e e e e e e e e 40
3.2 Modelo EXperimental ... 40
3.3 Cirurgia de CASIrAGAD ......uuuvrrrriiiiiiiiieeeeeeee e e e e e e eeeeeas 41
3.4 Isolamento MItOCONAIIAL .........uvieiiiiiiiiiiieiei e 41
3.5 Respiracdo Mitocondrial .............eeeiiiiiiiiiii e 43

3.5.1 Analise funcional da cadeia respiratéria mitocondrial —
oxidagao fosforilativa ... 43

3.5.2 Medidas do potencial de membrana e tamanho da mitocéndria 43

3.5.3 Probabilidade de abertura do poro mitocondrial ........................ 44
3.5.4 Resisténcia ao calcio (SWelling) .....ccceeeveeeiiiiiieee e 44
3.6 Expressao dos resultados e analise estatistica ..........cccoeeeeeeeeeeeennn.. 45
3.7 Farmacos e reagentes utilizados ...........cccooevvveveeeeiiiicicccee e 45
RESULTADOS ...ttt e et e e e e e e aaan e ees 47

i ST 0] o] (<)Y o - NPT 47



4.2 Andlise de parametro ponderal apds 12 semanas de tratamento ........ a7

4.3 Yield MitocoNdrial ..o 48
4.4 Funcao e morfologia — citometria de fluXO ........cccceeeeviiiieiiiiiiiiiiiiiiianns 49
4.5 Respiraca0o MitoCONAIAl ........vuiiiieeeee et e e 51

4.6 Teste com o substrato glutamato + malato para avaliagdo do
complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial das subpopulagfes
interfibrilar e subsarcolemal ... 51

4.7 Teste com o substrato piruvato + malato para avaliacdo do complexo
| da cadeia respiratoria mitocondrial das subpopulacdes interfibrilar e
SUDSAICOIEMAL ......ueiiiii e 52

4.8 Teste com o substrato palmitoil-carnitina para avaliacdo da R3-
oxidacao das subpopulacdes interfibrilar e subsarcolemal .................. 53

4.9 Teste com o substrato succinato + rotenona para avaliacdo do

complexo Il da cadeia respiratdria mitocondrial das subpopula¢fes

interfibrilar e subsarcolemal .............ccoeeiiiiiiiii 54
4.10 Andlise da resisténcia ao calcio — swelling .......cccccceeeeeeeiiieieeeieiiiinns 55
4.11 Probabilidade de abertura do poro mitocondrial ...............ccceveviinnnneee 56
DISCUSSAD ..ocviiieieiiie ettt 58
CONCLUSAO ..ottt 66

REFERENCIAS ... et e et e e e et e e e e e e e e era e e e e ere e e e 67



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Lista de Figuras

Desenho esquematico modificado do artigo “Testosterone
modulates cardiac contraction and calcium homeostasis: cellular
and molecular mechanisms” ilustrando as principais vias gonadais
para a biossintese de testosterona. O hormoénio liberador de
gonadotropina (GnRH) secretado pelo hipotalamo, libera horménio
luteinizante (LH) da pituitaria. O LH liga-se a receptores de LH em
células de Leydig, estimula o Gs e ativa a via do cAMP / proteina
quinase A (PKA). A PKA promove o transporte de colesterol em
mitocondrias e aumenta a transcricdo de genes envolvidos na
biossintese de testosterona. O colesterol € convertido em
pregnenolona, que difunde para o reticulo endoplasmatico para a
biossintese de testosterona por meio das vias A4 e A5. A
testosterona é formada pela 17B-hidroxiesterdide desidrogenase 3
(HSD17B3) na via A4 e pela 3B-hidroxiesteréide desidrogenase
(HSD3B) na via A5. A testosterona € convertida em di-
hidrotestosterona (DHT) pela 5a-redutase, e alguns sé&o
aromatizados em 17R-estradiol @ ...........c.cccoeeeiiiiiiiiie i

Desenho esquematico da mitocdndria (adaptado do esquema do
site https://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrion) ...........ccccceeeeeeeennn.

Mitocondria. A) Fotografia de microscopia eletronica de uma
mitocondria de coracéo bovino 4. A membrana externa é lisa e
delimita a organela do citosol. A membrana interna possui
invaginacgdes (cristas). Os complexos da fosforilacdo oxidativa séo
parte integrante desta membrana. Ambas as membranas déo
origem ao espagco intermembrana e a matriz. Esta
compartimentalizagdo € essencial para o funcionamento da
fosforilacdo oxidativa. B). As mitocondrias podem formar redes
dindmicas de fuséo e fisséo. A forma da rede esté relacionada com
o estado energético das mitocondrias. A fotografia é tirada a partir
do estudo de Gilkersonetal. ) .............cccccooiiiiiiiiii e

Fosforilagdo oxidativa. Os complexos I, Il e IV da cadeia
respiratoria transferem prétons para a membrana mitocondrial
interna, conduzida pelas reacdes redox. Deste modo, o0s
complexos estabelecem um gradiente de protons que € entéao
utilizado pela ATP sintase para a fosforilacdo do ADP. Nas vias
NADH e succinato ocorrem a entrada de elétrons na cadeia
respiratéria pelo complexo | e Il, respectivamente. A quinona e o
citocromo C transportam elétrons entre os complexos. O aceptor
final dos elétrons é o oxigénio. Neste desenho esquematico, nao
sao considerados as restricoes estequiométricas e 0 mecanismo
do ciclo Q do complexo H .......coooriiiiiiiiiiee e

21

26

28


https://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrion

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Esquema ilustrativo da mensuracdo da respiracdo mitocondrial
(estado | a IV e a razéo estado Il / estado 1V) pelo consumo de
oxigénio (Oz). A oligomicina bloqueia a subunidade FO ...................

Esquema ilustrativo do balanco entre os processos de fuséo e
fissdo mitocondrial, e as proteinas envolvidas nesses processos —
implicagbes na morfologia mitocondrial. Drpl — dynamin-related
protein 1; Fisl — fission 1 homologue protein; Mfnl — mitofusina 1;
Mfn2 — mitofusina 2 e OPA1 — optical atrophy 1 (Adaptado de
Liesa, Palacin e Zorzano, 2009) 7 ........cccccoceeiieieeeee e

Desenho esquemético de eventos e proteinas sinalizadoras do
calcio em midcitos ventriculares adultos ©2) ..............cccoeeeeeecineenee.

Tipos de mitocdndria cardiaca em midcitos ventriculares de ratos.
Microfotografia eletrénica; Secao ultradelgada longitudinal, fixacédo
convencional. Seccéo ultrafina longitudinal. (A) Mitocondrias
perinucleares e interfibrilares. (B) Mitocondrias interfibrilares @9 ...

Microfotografia eletrbnica representativa de coracdo de murideo
(Murinae) adulto que retrata as trés subpopulacbes de
mitocondrias: mitocondrias perinucleares (PNM); mitocondria
interfibrilar (IFM); e mitocondria subsarcolemal (SSM) %) _..............

(A) Yield mitocondrial na subpopulacéo interfibrilar (IFM), (B) Yield
mitocondrial na subpopulagdo subsarcolemal (SSM) a partir do
ventriculo esquerdo do animal, do sexo masculino. SHAM -
cirurgia simulada sem remocdo dos testiculos; OQT -
orquiectomia; OQT + T - orquiectomia + testosterona. * P <0,05
em relagcéo ao Grupo SHAM. # P <0,05 em relacdo ao Grupo OQT.
O numero de animais esta indicado entre paréntesis ......................

Determinacdo da funcdo e morfologia das subpopulacdes
mitocondriais distintas chamadas de subsarcolemal (SSM) e
interfibrilar  (IFM). Grupos estudados: simulado (SHAM),
orquiectomizados (OQT), e, orquiectomizados com testosterona
(OQT + T) utilizando citometria de fluxo. A, B, C e D - Analise do
potencial de membrana; E e F - Analise do tamanho; G e H -
Andlise da complexidade. Os valores de potencial de membrana,
o tamanho e a complexidade s&o expressos como unidades
arbitrarias (UA). * P <0,05 em relacéo ao Grupo SHAM. # P <0,05
em relagdo ao Grupo OQT. O numero de animais esta indicado
ENLIE PATENIESES ....coeieeeeeeeeeeieie e e e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e e e eeeees

30

32

34

35

35

48



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Teste com glutamato + malato como substrato para avaliacdo do
complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial da fracdo
interfibrilar e subsarcolemal de ratos (SHAM — ratos controle, OQT
— ratos orquiectomizados e OQT + T —ratos orquiectomizados com
reposicao de testosterona) por 12 semanas. Valores expressos em
nanomol de oxigénio atbmico/min/mg de proteina. Os resultados
estdo expressos como média * erro padrdo da média. p < 0,05
AN OV A e

Teste com piruvato + malato como substrato para avaliagdo do
complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial da fracéo
interfibrilar e subsarcolemal de ratos (SHAM — ratos controle, OQT
— ratos orquiectomizados e OQT + T —ratos orquiectomizados com
reposicao de testosterona) por 12 semanas. Valores expressos em
nanomol de oxigénio atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados
estdo expressos como meédia = erro padrédo da média. p < 0,05
ANONVA Lt e e a e e e

Teste com palmitoil + carnitina como substrato para avaliacdo do
complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial da fracdo
interfibrilar e subsarcolemal de ratos (SHAM — ratos controle, OQT
— ratos orquiectomizados e OQT + T —ratos orquiectomizados com
reposicao de testosterona) por 12 semanas. Valores expressos em
nanomol de oxigénio atbmico/min/mg de proteina. Os resultados
estdo expressos como média * erro padrdo da média. p < 0,05
AN OV A

Teste com rotenona + succinato como substrato para avaliacdo do
complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial da fragcéo
interfibrilar e subsarcolemal de ratos (SHAM — ratos controle, OQT
— ratos orquiectomizados e OQT + T — ratos orquiectomizados
com reposicdo de testosterona) por 12 semanas. Valores
expressos em nanomol de oxigénio atbmico/min/mg de proteina.
Os resultados estdo expressos como média + erro padrdao da
Média. P < 0,05 ANOVA ..ot

Andlise da resisténcia ao calcio (swelling). Queda da absorbéancia
apos adicao de calcio na concentracao final de 100 e 500 nM por
Hg de proteina em ambas as subpopula¢cées mitocondriais (IFM e
SSM) de ratos SHAM, OQT e OQT + T ap06s 12 semanas de
tratamento. Os resultados estdo expressos como média + erro
padrdo damédia. p < 0,05 ANOVA ...t

Captacdo de calcio e probabilidade de abertura do poro
mitocondrial das fracdes [interfibrilar (IFM) e subsarcolemal (SSM)]
de ratos SHAM, orquiectomizados (OQT) e orquiectomizados ap0s
12 semanas de tratamento (OQT+T). Os resultados estéo
expressos como média + erro padrao da média. p < 0,05 ANOVA
seguido de post hoc de Bonferroni .........ccoeeveeeeeiiiiieeiiiiiiiicceee e,

52

53

54

55

56



Lista de Tabelas

Tabelal Resultados da analise de variancia dos tratamentos SHAM, OQT



Lista de Abreviaturas, Siglas e Simbolos

ADP Difosfato de adenosina

AMPCc Adenosina 3',5'-monofosfato ciclico

ATP Trifosfato de adenosina

ETC Cadeia transportadora de elétrons

FAD Dinucleétido de flavina e adenina

IC Insuficiéncia cardiaca

IFM Subpopulagao mitocondrial interfibrilar
IMM Membrana interna mitocondrial

MCU Canal mitocondrial uniporter

Mfn-2 Mitofusina-2

mMNCX Trocador idnico mitocondrial Na*/Ca?*
mPTP Poro de permeabilidade transicional
mRyR1 Receptor mitocondrial de rianodina tipo 1
NAD Dinucledtido de nicotinamida e adenina
OMN Membrana externa mitocondrial

Pi Fosforo inorganico

PGC-1 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
RaM Modo rapido de captagdo de célcio nas mitocondrias cardiacas
ROS Espécie reativa de oxigénio

SOD Superoxido dismutase

SR Retuculo sarcoplasmatico

SSM Subpopulagao mitocondrial subsarcolemal
TCA Ciclo do é&cido tricarboxicilico

TFAM Fator de transcricdo mitocondrial

tPTP Poro de permeabilidade permanente

VO2 Consumo méaximo de oxigénio



Resumo

A deficiéncia de testosterona (hipogonadismo) € um dos fatores de risco para doenca
cardiovascular. Quando ocorre, provoca reducdo na contratilidade miocérdica.
Considerando que existe estreita correlacdo entre o metabolismo oxidativo e a
contratilidade miocérdica, o presente estudo visou obter novas informacdes sobre os
efeitos da deficiéncia de testosterona em duas subpopulacdes mitocondriais
cardiacas espacialmente distintas: mitocondria subsarcolemal (SSM) e interfibrilar
(IFM). Utilizou-se modelo animal de ratos machos Wistar (n=30), de linhagem albina
da espécie Rattus norvegicus, para avaliar a fungéo e estrutura dessas subpopulacdes
mitocondriais cardiacas com e sem deficiéncia de testosterona. A amostra foi dividida
de forma randomizada em trés grupos: 1) Grupo SHAM (controle); 2) Grupo OQT
(orquiectomizados) e 3) Grupo OQT + T (orquiectomizados com reposicdo de
testosterona). Os resultados mostraram quatro achados principais, como segue: a) 0
rendimento mitocondrial total (Yield), na subpopulacdo subsarcolemal (SSM) do
Grupo orquiectomizado (OQT), mostrou maior quantidade de proteina mitocondrial em
relagdo aos Grupos SHAM e OQT+T, porém ndo houve diferenga na fracao interfibrilar
(IFM); b) o potencial de membrana, o tamanho e a complexidade interna da
subpopulacao interfibrilar (IFM) do Grupo OQT foram maiores em relagéo aos Grupos
SHAM e OQT+T, porém nao houve diferenca na fracdo subsarcolemal (SSM); c) a
taxa de fosforilagdo oxidativa com o0s substratos glutamato + malato, piruvato +
malato, palmitoil + carnitina e rotenona + succinato na subpopulacéo interfibrilar (IFM)
do Grupo OQT foi menor em comparagao com os Grupos SHAM e OQT+T, sendo que
a reposicéo de testosterona (OQT+T) foi capaz de restaurar essas alteracdes; houve
diminuicdo na fosforilagdo oxidativa no Grupo SSM, com palmitoil + carnitina como
substrato; d) o swelling mitocondrial n&do mostrou diferenca na capacidade de retencao
de célcio em todos os Grupos nas duas fracdes (IFM e SSM); além disso, a deficiéncia
de testosterona afetou a captacdo de célcio mitocondrial (calcio green 5N),
demonstrando que a fragdo IFM no Grupo OQT apresentou maior capacidade de
retencdo de calcio. Em suma, na subpopulacdo mitocondrial interfibrilar cardiaca
ocorreram alteracdes na fosforilagcdo oxidativa, morfologia e capacidade de retengao
de calcio nos ratos com deficiéncia de testosterona. A reposi¢cao de testosterona foi
capaz de restaurar todas as alteracdes induzidas pela orquiectomia. Portanto, o
presente estudo mostrou diferencas especificas nas subpopulagdes mitocondriais
subsarcolemais e interfibrilares cardiacas como resultado da deficiéncia de
testosterona.

Palavras-chave: Testosterona; Insuficiéncia Cardiaca; Mitocondrias; Proteinas de
Transporte da Membrana Mitocondrial; Hormdnios Gonadais.



Abstract

Testosterone deficiency (hypogonadism) is one of the risk factors for cardiovascular
disease. When it occurs, it causes reduction in myocardial contractility. Considering
that there is a close correlation between oxidative metabolism and myocardial
contractility, the present study aimed to obtain new information about the effects of
testosterone deficiency on two spatially distinct cardiac mitochondrial subpopulations:
subsarcolemmal mitochondria (SSM) and interfibrillar mitochondria (IFM). Male Wistar
rats (n = 30), of the albino line Rattus norvegicus, were used to evaluate the function
and structure of these cardiac mitochondrial subpopulations with and without
testosterone deficiency. The sample was randomly divided into three groups: 1) SHAM
group (control); 2) OQT group (orchidectomized) and 3) OQT + T group
(orchidectomized with testosterone replacement). The results showed four main
findings, as follows: a) the total mitochondrial yield in the subsarcolemmal
subpopulation (SSM) of the orchidectomized group (OQT) showed a higher amount of
mitochondrial protein in relation to the SHAM and OQT + T groups, however there was
no difference in interfibrillar fraction (IFM); b) membrane potential, internal size and
complexity in the interfibrillar subpopulation (IFM) from the OQT group were higher
compared to the SHAM and OQT + T groups, but there was no difference in the
subsarcolemmal subpopulation (SSM); c) the rate of oxidative phosphorylation with the
substrates glutamate + malate, pyruvate + malate, palmitoyl-L-carnitine and rotenone
+ succinate in the interfibrillar subpopulation (IFM) of the OQT group was lower in
comparison with the SHAM and OQT + T groups, and testosterone replacement (OQT
+ T) was able to restore these alterations; there was decrease in oxidative
phosphorylation in the SSM group, with palmitoyl-L-carnitine as substrate; d)
mitochondrial swelling showed no difference in calcium retention capacity in all groups
in both subpopulations (IFM and SSM); in addition, testosterone deficiency affected
mitochondrial calcium uptake (calcium green 5N assay), demonstrating that the IFM
subpopulation from the OQT group had a higher calcium retention capacity. In
summary, in the cardiac interfibrillar mitochondrial subpopulation, changes in oxidative
phosphorylation, morphology and calcium retention capacity occurred in rats with
testosterone deficiency. Testosterone replacement was able to restore all changes
induced by orchiectomy. Therefore, the present study showed specific differences in
subsarcolemmal and cardiac interfibrillar mitochondrial subpopulations as a result of
testosterone deficiency.

Keywords: Testosterone; Heart Failure; Mitochondria; Mitochondrial Membrane
Transport Proteins; Gonadal Hormones.
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1 INTRODUCAO

As origens descritivas sobre secrecao interna vinda dos testiculos datam de
1849, quando Berthold, zoologista e fisiologista aleméo experimentou a castracdo em
galos com reimplantacéo testicular ®. Ele observou que alguma substancia sérica
secretada pelos testiculos, confere aos galos suas caracteristicas biologicas
masculinas (. Berthold realizou a remocéo dos testiculos dos galos imaturos (capdes)
e constatou a diminuicdo de algumas caracteristicas sexuais secundarias (pente,
acacias) e comportamentos masculinos tipicos. Capfdes ndo cantam, ndo tentam
acasalar, e ndo lutam de forma agressiva com outros galos. Adicionalmente, Berthold
transplantou testiculos em capfes e verificou que estes animais apresentaram
comportamento agressivo normal e caracteristicas sexuais secundarias. Se o testiculo
transplantado fosse removido, em seguida, 0 animal se comportava como um capao.
Apos a dissecacao, constatou que o testiculo transplantado tinha estabelecido novas
conexdes vasculares. Com isto, concluiu que os testiculos liberam substancia para a
corrente sanguinea que afeta o comportamento e a morfologia do animal. Deste modo,
desde o seu inicio, o estudo de horménios estava focado em secre¢des gonadais .
Assim por diante, outros estudos com animais e formas de auto experimentagao
humana comecaram a surgir esporadicamente na literatura médica, numa tentativa de
identificar e utilizar esta substancia. O fisiologista Eugene Steinach (1920) idealizou
um procedimento cirargico para tratamento de sintomas, que no futuro, tornaria a ser
reconhecido como deficiéncia da testosterona ?). A “Operacdo Steinach" baseava-se
em vasectomia unilateral, onde Steinach postulava a mudanca do equilibrio funcional
dos testiculos induzindo aumento da producdo hormonal. Apesar dos trabalhos de
Steinach ndo obterem comprovagcao, eles representaram uma das primeiras
intervencdes destinadas ao tratamento o hipogonadismo ?. Em 1931, Butenandt
isolou 15 mg de androsterona a partir de 15.000 litros de urina de policiais em Berlin
), Em 1935, Ernest Lacqueur a partir de 100 kg de testiculos de touros, extraiu e
isolou 10 mg de uma substancia androgénica o qual considerou ser mais ativa do que
a androsterona, denominado-a de "testosterona”®.

No género masculino, a sintese de testosterona € comandada pelo eixo
hipotalamo-hipdfise-gonadal ©®). Os neurdnios hipotalamicos sintetizam e secretam na

circulacdo sanguinea o horménio liberador de gonadotrofina (GnRH)®). Este por sua
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vez, acopla-se aos receptores da glandula pituitaria anterior e estimula a sintese e a
secrecdo do hormonio luteinizante (LH) ®). O LH liga-se a receptores especificos nas
células de Leydig, que se localizam nos testiculos. Esta ligacdo proteica estimula a
proteina G (Gs) com ativacdo da via AMPc/proteina quinase A (PKA) induzindo o
transporte do colesterol para interior das mitocondrias e promovendo o0 aumento da
ativacao transcripcional de enzimas codificadoras de genes para promover a sintese
da testosterona (). Os niveis séricos elevados de testosterona promovem auto
regulacéo por feedback negativo, que blogueia a liberagdo do GnRH e do LH®),

Em decorréncia da queda dos niveis séricos de testosterona, o0 complexo multi-
proteina associado ao conjunto da proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR)
transporta o colesterol para a membrana mitocondrial interna ®). A consequéncia deste
caminho é a clivagem da cadeia lateral do colesterol pela enzima citocromo P450
(CYP) também conhecida como CYP11A1 transformando-o em pregnenolona ®). Esta
por sua vez, difunde-se para o reticulo endoplasmaético onde a sintese de testosterona

continua por meio das vias A4 e A5®), como mostrado na Figura 1.
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Figura 1 - Desenho esquematico modificado ilustrando as principais vias gonadais para a
biossintese de testosterona. O hormonio liberador de gonadotropina (GnRH) secretado
pelo hipotadlamo, libera hormdnio luteinizante (LH) da pituitaria. O LH liga-se a
receptores de LH em células de Leydig, estimula o Gs e ativa a via do cAMP / proteina
guinase A (PKA). A PKA promove o transporte de colesterol em mitocdndrias e
aumenta a transcricdo de genes envolvidos na biossintese de testosterona. O
colesterol é convertido em pregnenolona, que difunde para o reticulo endoplasmatico
para a biossintese de testosterona por meio das vias A4 e A5. A testosterona é formada
pela 17B-hidroxiesterdide desidrogenase 3 (HSD1783) na via A4 e pela 3B-
hidroxiesterdéide desidrogenase (HSD3@) na via A5. A testosterona é convertida em di-

hidrotestosterona (DHT) pela 5a-redutase, e alguns sdo aromatizados em 173-estradiol
9)

O andrégeno humano testosterona circula no organismo na forma livre e
conjugada. Aproximadamente 60 a 70% da testosterona encontra-se na corrente
sanguinea ligada a globulina de ligacdo de horménios sexuais [Sex Hormone Binding
Globulin (SHBG)] onde 30% ligada a albumina, e 2 a 3% esta sob a forma livre
(biodisponivel). Sendo esta ultima, a fracdo responsavel por seus efeitos fisioldégicos

(10), A producéo da testosterona, no género masculino, inicia-se geralmente aos 10 a
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13 anos de idade, atingindo seu pico sérico maximo na fase adulta. Os niveis séricos
da testosterona (formas conjugada e livre) geralmente declinam gradualmente na
quarta década de vida 0,

Os hormonios esteroides atuam a nivel celular geralmente atravessando a
camada lipidica do sarcolema e acoplando-se a receptores -citoplasmaticos
especificos para entdo iniciar reagées quimicas em cascata no citosol por meio de
proteinas Y, A associacdo dos receptores com o hormdnio, atua no nicleo
promovendo a sintese de RNAmM, que no citosol promove sintese de proteinas

responsaveis pelo efeito ou agdo hormonal.

1.1 Deficiéncia de testosterona

A deficiéncia androgénica (hipogonadismo) comumente ocorre na meia idade
e em homens mais velhos 12, Acomete também, homens mais jovens com distlrbios
hipofise-hipotadlamo ou testiculares @3). Clinicamente, a sindrome de deficiéncia
androgénica tem sido definida nas diretrizes atuais da Sociedade Enddcrina como
uma diversidade de sinais e sintomas especificos acompanhados aos niveis baixos
de testosterona sérica 4. A determinacdo do nivel sérico da testosterona total esta
indicada quando estdo presentes sinais especificos, incluindo: anormalidades no
desenvolvimento sexual, disfuncdo sexual, ginecomastia, tamanho testicular
pequeno, infertilidade e fraturas 6sseas mesmo com baixo impacto 4.

Considera-se também sintomas menos especificos como: problemas de
atencéo, sono, e humor depressivo 4. O nivel sérico da testosterona total matinal
deve ser mensurado repetidamente para confirmar o diagnéstico 4. O valor de corte
para o nivel sérico diminuido da testosterona total deve ser definido como o limite
inferior dos valores normais entre homens jovens saudaveis 4. CondicGes como
obesidade, diabetes, disfuncéo tireoidiana ou farmacos que afetam o nivel sérico da
Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) como por exemplo, anticonvulsivantes,
glucocorticosteroides, podem dificultar a interpretagdo das medidas testosterona total
e fracdes quando estdo perto do limite inferior da faixa de referéncia 14,
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1.2 Testosterona e o sistema cardiovascular, metabolismo e processos

inflamatérios

A testosterona, enzimas que metabolizam a testosterona, e os receptores de
androgenos estdo presentes em estruturas do sistema cardiovascular incluindo
cardiomiécitos (. Semelhante aos processos metabdlicos que ocorrem nos
testiculos, na pele e no musculo esquelético, a testosterona no coracdo também pode
ser reduzida a di-hidrotestosterona (DHT) (6 e aromatizada ao estradiol ). A di-
hidrotestosterona (DHT) e testosterona exercem efeitos bioldégicos em cardiomidcitos
por meio de ligacdo com receptores androgénicos (3¢, e o estradiol derivado de
testosterona por meio da interagdo com receptores estrogénicos 7). Os hormonios
esteroides atuam no sistema cardiovascular e no sistema nervoso nao apenas por
meio do mecanismo gendmico, mas também por meio de interages com estruturas
citoplasmaticas e de membrana, promovendo mudancas na conformacao espacial dos
canais de membrana e a modulacéo da sinalizagdo celular 819, Estudos mostraram
que animais castrados apresentam menor massa cardiaca 9, disfuncéo sistélica e
diastélica @9, mudancas nas propor¢des das subunidades das cadeias pesadas de
miosina (MHC), com aumento da MHC-R e diminuicdlo da MHC-a @8,
Consequentemente, tem-se diminuicdo na quantidade de mRNA para receptores
androgénicos, canais de fons Na*/Ca?*, canais de calcio de tipo “L” e receptores R1-
adrenérgicos em cardiomidcitos 1221, A suplementacéo de testosterona normaliza a
maioria dos distirbios acima mencionados 2. A testosterona também modula a
atividade eléctrica do miocardio 3, como por exemplo, através do efeito sobre os
canais de Ca?* e K* na membrana celular ?4. Adicionalmente, este horménio possui
propriedades vasodilatadoras no sistema cardiovascular pulmonar e sistémico (25.26),
A testosterona pode prevenir ou reverter o remodelamento miocardico patolégico em
modelos experimentais 27, embora isso ndo tenha sido confirmado por alguns autores
(28), Um potencial efeito benéfico da testosterona sobre o miocardio pode estar
relacionado as suas propriedades anti-inflamatérias ®® e antioxidantes G0, A
administracdo de di-hidrotestosterona a ratos machos saudaveis diminui o nivel de
interleucina-6 no miocardio %, enquanto a castracéo reduz a atividade miocéardica de
superéxido dismutase (um importante elemento do sistema antioxidante celular ¢9) e

ativa metaloproteinases de matriz @1, Além disso, um efeito protetor da testosterona
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sobre o miocardio foi mostrado em um modelo experimental de isquemia e reperfuséo
(32)

1.3 Efeitos da testosterona na funcgédo contratil cardiaca

Acredita-se que a testosterona possa conferir um importante papel nas
diferencas na contratilidade miocéardica entre os homens e as mulheres 3. Como
exemplo, os homens apresentam a fracao de ejecdo em repouso mais baixa do que
as mulheres 4, porém eles respondem ao exercicio com um maior aumento na fracéo
de ejecdo do que as mulheres %),

A funcdo miocardica € um dos processos fisiologicos regulados pelos
horménios andrégenos circulantes por meio da interagdo com 0s receptores
andrégenos especificos que estdo localizados na membrana celular do midcito ©8).,

Desde a descoberta do receptor de androgénio no cardiomidcitos (),
evidéncias mostram a atuacado da testosterona regulando as fungbes cardiacas por
acao direta sobre o miocardio @7, Sabe-se também que a deficiéncia de testosterona
€ um fator de risco para doencgas cardiovasculares (DCV), tal como, a doenca arterial
coronariana (DAC) (12,

A deficiéncia testosterona tem sido associada com morte stbita ©®), hipertrofia
cardiaca 9, trombose “9, aumento do indice de progressédo da aterosclerose que
pode levar a doenca arterial coronariana “% e subsequente isquemia do miocardio “b.
Estudo em animais tém mostrado os efeitos protetores da testosterona 2. Pacientes
do sexo masculino com angina “® ou doenca arterial coronariana (DAC) “Y
geralmente apresentam niveis de testosterona mais baixos do que 0os homens sem
DAC da mesma idade. A terapia com testosterona alivia 0s sintomas nos pacientes
portadores de DAC “D),

A administracdo aguda de testosterona mostrou retardar o aparecimento “4 de
isquemia do miocardio induzida por exercicio em pacientes do sexo masculino com
doencas da artéria coronaria. Demonstrou-se experimentalmente que a testosterona
induz a citoprotegdo em midcitos cardiacos “2). Confirmando estes achados, Zhang e
cols., demonstraram recentemente que a insuficiéncia cardiaca induzida por isquemia
aguda é acompanhada de uma reducdo no nivel sérico de testosterona, que se

correlaciona com a gravidade da disfungdo ventricular esquerda “9,
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Com isto, o tratamento com testosterona reduz a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, remodelamento ventricular e melhora a funcéo do ventriculo esquerdo,
com reducdo da taxa de mortalidade “%. As observacdes sugerem gque no género
masculino a testosterona € importante na protecao contra as lesées no mecanismo da
isquemia e reperfusdo “4.

De modo inverso, administracdo de testosterona em niveis suprafisioldégicos
tem mostrado produzir efeitos deletérios ¢). Estudos em animais, demonstraram-se
que a suplementacdo de testosterona suprafisiolégica aumenta a apoptose “6)
interferindo na fase precoce do remodelamento, cura e resposta inflamatoria
exacerbada apoés infarto do miocardio “7). Estas observacGes reforcam a ideia de que
a testosterona em niveis fisioldgicos € importante para a protecao contra as lesdes do
miocardio isquémico “8),

Recentemente, pesquisadores preocupados com as doencas cardiacas
relacionadas com a deficiéncia de testosterona, aumentam pesquisas sobre a
correlacdo da falta deste horménio androgénico com a disfuncdo mitocondrial.
Pongkan e cols., em 2015, mostraram que a reposi¢ao cronica de testosterona exerce

cardioprotecdo por atenuar a disfungdo mitocondrial em ratos orquiectomizados “9).

1.4 Mitocbndrias

A palavra mitocondria provém da jungcdo de duas palavras gregas: mitos e
chondros que significam linha e grdo. A mitocondria foi descoberta e caracterizada
como compartimento citoplasméatico granular com membrana prépria por Rudolph
Albert Von Kolliker em 1857 0, As mitocondrias sdo organelas encontradas em
células eucaridticas geralmente em grande numero e variadas formas representado
de 10 a 30% do volume celular construindo uma rede dinamica. Existem trés tipos de
subpopulacdes de mitocondrias. As mitocOndrias subsarcolemais (SSMs) sé&o
facilmente identificadas nas fibras musculares ©Y e as mitocondrias interfibrilares
(IFMs) que estdo firmemente inseridas entre miofilamentos ©2).

Fotografias por meio da microscopia eletronica mostraram detalhadamente sua
estrutura como suas duas membranas (interna e externa), o estreito espaco
intermembrana e a matriz (Figura 2). Como os processos oxidativos — ciclo de Krebs
e a fosforilacédo oxidativa — ocorrem na mitocondria, ficou demonstrado que a producéo

de energia é a principal funcédo bioquimica da organela.
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Adicionalmente, foram mostradas as alteragdes morfofuncionais mitocondriais
decorrentes das mudancas na concentracdo do fon calcio ®3 e a ativacéo direta de
vias pro-apoptéticas ©4. A dinamica mitocondrial foi inicialmente mostrada com a
visualizacdo das alteracdes na morfologia e rearranjo estrutural consequente a
diferentes estimulos ®%. Uma importante contribuicdo em 1997 foi a descoberta do
primeiro gene relacionado a plasticidade mitocondrial ®). Mais tarde, genes
responsaveis pela dinamica mitocondrial foram descobertos e iniciou-se o
desenvolvimento dos primeiros modelos transgénicos 7,

Em relacdo a morfologia, a distribuicdo e a atividade pode ser regulada por
fuséo e fissdo 48 e é dependente do estado fisiol6gico da organela.

MEMBRANA INTERNA
Borda da membrana interna
Crista da membrana

— DNA mitocondrial
Granulo da matriz
Ribossomo

Matriz [=s[ ATP sintase
Cristas \
. .‘| |
< ESPACO INTERMEMBRANA
/ Espago intracristal
MEMBRANA Espago periférico
EXTERNA

Poros da
membrana externa

Figura 2 - Desenho esquematico da mitocéndria (adaptado do esquema do
site https://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrion).

Além dos processos envolvidos no metabolismo energético, em particular a
fosforilacdo oxidativa, as mitocondrias compreendem muitas rea¢des bioquimicas:
elas estdo envolvidas na sintese de precursores essenciais para a biossintese de

aminoacidos, nucleotideos, acidos graxos, etc. Além da apoptose as mitocondrias
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estdo envolvidas na sinalizacédo de célcio ©° e na producéo de espécies reativas de
oxigénio (€0,

As duas membranas dao origem a dois compartimentos: 0 espaco
intermembrana e a matriz mitocondrial, delimitada pela membrana interna, envolvidos
em VAarios processos bioquimicos e de transportes. A membrana interna é essencial
para o funcionamento da fosforilacdo oxidativa dentro das células eucariéticas €9,
Apenas O2, CO2 e H20 podem permear facilmente através dessa membrana. A
membrana externa delimita o organela do citosol contendo porinas, que permitem a
entrada de moléculas inespecificas até 10 kDa, porém impede o citocromo C e outros
intermediarios da cadeia respiratéria com peso molecular cerca de 12 kDa, deixarem
0 espaco intermembrana (Figura 2) 62,

A membrana interna, possui gradiente eletroquimico de protons entre a matriz
e 0 espaco intermembrana onde se processa a fosforilagdo oxidativa, por meio de
cinco complexos (enzimas). Os complexos de | a IV integram a cadeia de acionamento
do transporte de elétrons cuja funcédo € o de estabelecer um gradiente eletroquimico
de protbes sobre esta membrana e o complexo V (FOF1-ATP sintase). Este ultimo
complexo utiliza a forga motriz deste gradiente para fosforilar a adenosina difosfato
com fosfato inorganico (ADP+Pi) em adenosina trifosfato (ATP)(®3),

Além dos complexos de enzimas da cadeia respiratoria, a membrana interna
contém varias proteinas que, entre outros, controlam a passagem de ATP, ADP,
fosfato, ions e substratos como piruvato. Esta membrana rica em proteinas mostra
numerosas invaginagdes formando cristas, que desta forma, ampliam sua superficie
(Figura 3) ©3),
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Figura 3 - Mitocdndria. A) Fotografia de microscopia eletrénica de uma mitocondria de coragao
bovino ®%. A membrana externa é lisa e delimita a organela do citosol. A membrana
interna possui invaginacdes (cristas). Os complexos dafosforilacdo oxidativa sdo parte
integrante desta membrana. Ambas as membranas dao origem ao espaco
intermembrana e a matriz. Esta compartimentalizacdo é essencial para o
funcionamento da fosforilagdo oxidativa. B) As mitocéndrias podem formar redes
dinamicas de fuséo e fissdo. A forma darede estarelacionada com o estado energético
das mitocéndrias. A fotografia € tirada a partir do estudo de Gilkerson e cols. ©9.

Na matriz mitocondrial € onde ocorre o ciclo de Krebs, que é um sistema de
enzimas responsavel pela oxidagdo de certas moléculas como piruvato (produto da
glicolise), glutamato, malato e palmitoil, para reducédo do NAD* e o succinato que reduz
o FAD. Além disso, a oxidacdo de acidos graxos contribui para alimentar o ciclo de
Krebs e a cadeia respiratoria por meio da acetil-CoA e através da formacdo do NADH
e FADH: ©3),

O transporte de elétrons na cadeia respiratoria é feito por meio de complexos
[, 1, Il e IV e dois componentes independentes dos complexos (ubiquinona e
citocromo-C). Os substratos do complexo | € o NAH podendo ser originado do malato,
glutamato e piruvato. O NADH é oxidado pelo complexo |, doando 2 elétrons que séo
depois transportados para a ubiquinona (QO0) posteriormente para o complexo Il
Entdo os elétrons séo transportados por meio do citocromo C para o complexo IV. O
substrato succinato é oxidado no complexo Il, cedendo 2 elétrons que serdo oxidados
pela ubiguinona (QO) e transportados para o complexo Il e novamente os elétrons
serdo transferidos para o complexo IV através do citocromo C aonde vai reduzir o
oxigénio para formar agua (¢,

Na CTE os elétrons podem néo alcancar o seu destino final que é o citocromo

C oxidase (complexo IV) onde o O2 é reduzido em agua. Entre os complexos | e Il
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ocorre extravasamento de elétrons com formacgédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Isto ocorre quando: com o aumento do consumo de Oz, e/ou com aumento no
fluxo de elétrons pela CTE ©%, e/ou aumento no potencial de membrana interna

mitocondrial ©8),

H* H* H*

H* H H* H* H* H*

ESPACO
INTERMEMBRANA

MATRIZ

NADH H" FADH? oz HO he
ADP + Pi ATP
Figura 4 - Fosforilagdo oxidativa. Os complexos |, lll e IV da cadeia respiratéria transferem

prétons para a membrana mitocondrial interna, conduzida pelas rea¢6es redox. Deste
modo, os complexos estabelecem um gradiente de protons que é entéo utilizado pela
ATP sintase para afosforilagcdo do ADP. Nas vias NADH e succinato ocorrem aentrada
de elétrons na cadeia respiratéria pelo complexo | e Il, respectivamente. A quinona e
o citocromo C transportam elétrons entre os complexos. O aceptor final dos elétrons
€ 0 oxigénio. Neste desenho esquematico, ndo sdo considerados as restricGes
estequiométricas e o mecanismo do ciclo Q do complexo lll.

1.5 Fosforilacdo oxidativa da cadeia respiratoria

A respiracdo mitocondrial é avaliada pelo consumo de oxigénio (O2) e
apresenta duas importantes fases: a) estado Ill e b) estado IV. O estado Ill é a
velocidade de consumo de oxigénio quando a mitocéndria € colocada em um meio
com substrato oxidavel e com ADP, produzindo assim o ATP. O estado IV representa
0 repouso apds a mitocdndria ja ter consumido todo o ADP disponivel. A partir destes
dois estados obtemos outro parametro que € a razdo de controle respiratério (RCR),
caracterizado pela divisdo do estado Il pelo estado IV 7, Um conceito importante a
ser analisado é o acoplamento da respiracdo mitocondrial, que € a capacidade de a
mitocdndria desencadear seu processo energético quando exposta ao ADP, ou seja,
0 acoplamento entre os processos oxidativo e o de fosforilagdo. Quando ocorre o

desacoplamento da organela em situacdes lesivas, sugere que a membrana interna
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pode ter sido afetada, indicando o comprometimento na geragao de energia (Figura
4) ©7),

0, My o
el R ﬂ 1. Eslado ! Mitecondria + O
\I"e 2. Estado II: Mitocéndria + O, + substrate
Y 1
oA
i \Qg 3. Estado llla: Mitocéndria + Oy + subsirato + ADP
"-x 4. Estado Va: Total consume de O, {repouso)
.
- A, Estado lllb: ADP

6. Estado Vb Total consuma de O, (repouss)

7. Estado Wb Oligomicina

Figura 5 - Esquema ilustrativo da mensuracéo da respiracdo mitocondrial (estado I alV e arazao
estado Il / estado IV) pelo consumo de oxigénio (O2). A oligomicina bloqueia a
subunidade FO.

Para avaliar diferentes componentes funcionais das subpopulagbes
mitocondriais IFM e SSM, afere-se a respiragdo mitocondrial com diferentes
substratos (palmitoil + carnitina, glutamato + malato, succinato + rotenona e piruvato)
que utilizam vias oxidativas distintas, transporte mitocondrial e fornecem substratos
especificos ao complexo | e ao complexo Il. A oxidacao de palmitoil + carnitina traduz
o transporte mitocondrial de palmitoil + carnitina, a oxidacao de palmitato, a atividade
da cadeia respiratoria (ETC) e o processo de fosforilagcéo.

A combinacao de glutamato e malato como substrato produz NADH, fonte de
elétrons para o complexo |, permitindo assim o estudo do transporte do ciclo do
aspartato 8. No coracdo, o ciclo malato-aspartato é a via predominante, com a taxa
de transporte de elétrons do NADH, produzido no citosol pela via glicolitica para o
interior da mitocdndria, € 10 vezes maior do que a via do glicerofosfato ©8). O succinato
é oxidado no complexo Il e a adicdo de rotenona, um inibidor do Complexo |, permite
avaliar a atividade do complexo Il ®8.  Além disso, o piruvato ocupa um papel
fundamental na regulacdo do metabolismo do carbono, pois é o produto final da

glicdlise e um importante substrato para o ciclo do acido tricarboxilico nas
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mitocondrias, utilizando o transportador de piruvato mitocondrial como principal

entrada nas mitocondrias (68).

1.6 Potencial de membrana

Sempre que o NADH ou FADH2 séo oxidados pelo complexo | ou Il, prétons
sao transportados a partir da matriz para o espaco intermembrana da mitocéndria. A
acumulacdo de protons no espaco intermembrana gera potencial eletroquimico. O
potencial gerado promove retorno de protons para a matriz mitocondrial por meio do
complexo V ou através do vazamento de protons pela membrana interna devido ao
desacoplamento dos supercomplexos mitocondriais, permitindo assim, a difusdo dos
mesmos e formacdo de anions superéxido e consequentemente peroxido de

hidrogénio (69 70),

1.7 Dindmica mitocondrial

O processo da dindmica mitocondrial consiste ndo s6 na regulacdo de sua
estrutura (morfologia e distribuicdo) como também em sua conectividade por meio do
seu movimento no citoplasma celular. A fusao e a fissdo sdo os mediadores diretos

destes processos mitocondriais (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema ilustrativo do balanco entre os processos de fuséo e fissdo mitocondrial, e
as proteinas envolvidas nesses processos — implicagdes na morfologia mitocondrial.
Drpl — dynamin-related protein 1; Fisl — fission 1 homologue protein; Mfnl —
mitofusina 1; Mfn2 — mitofusina 2 e OPA1 — optical atrophy 1 (Adaptado de Liesa,
Palacin e Zorzano, 2009) ¢,

A fusdo mitocondrial identifica-se pela adjecdo de duas ou mais organelas,
sendo regulada pela agéo das GTPases: a) mitofusinas 1 e 2 (Mfnl e Mfn2) e b) optical
atrophy 1 (OPA1). A hidrélise de guanosina trifosfato (GTP) por fosforilag&o ativa estas
proteinas. O GTP é uma purina com funcdo semelhante a do ATP. A fuséo
mitocondrial acontece em duas fases: a) fusdo da membrana externa por meio das
mitofusinas; b) fusdo da membrana interna por meio da OPAL1 (Figura 6) 7).

A fissdo mitocondrial é identificada pela cisdo de uma mitocéndria em duas ou
mais organelas. Este processo facilita o deslocamento da mitocéndria no citosol,
atingindo de forma mais rapida regides com maior demanda energética, ou permitindo
o direcionamento para a degradacdo lisossomal Y. A dynamin-related protein 1
(Drpl) e afission 1 homologue protein (Fisl) participam da fissédo mitocondrial. A Drpl
situa-se principalmente no citosol e participa no processo de fissdo sob hidrélise de
GTP, similarmente como ocorre com as proteinas de fusdo. No processo de fissdo, a

Drpl desloca-se do citosol para a membrana externa mitocondrial e acopla-se a
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proteina Fisl (17 kDa). Esse processo parece ser o responsavel pela fissdo da

membrana externa mitocondrial (Figura 6) (/2.

1.8 Sinalizacao de calcio mitocondrial em midcitos cardiacos

A estrutura e as proteinas que constituem as mitocondrias podem
desempenhar um papel importante na sinalizacdo do calcio (Ca?*). Ha controvérsias
sobre a sinalizacdo e regulacdo do calcio mitocondrial cardiaco, uma vez que, as
mitocondrias constituem entre 30-40% do volume de células cardiacas, é possivel que
esta contribuicdo possa ser substancial (73).

Para internalizacdo do Ca?' na mitocOndria, este atravessa livremente a
membrana externa (OMM) alcancando o espaco intermembrana. Subsequentemente,
o Ca?* necessita atravessar a membrana interna (IMM) por meio de um dos trés
mecanismos. O primeiro, e talvez o mais importante, € o canal uniporter mitocondrial
(MCU) ("4, O segundo é o modo rapido de captacédo de Ca?* (RaM) ("> e, por Ultimo,
o receptor rianodina mitocondrial tipo 1 (mMRyR1) 8, Em niveis fisiolégicos sdo mais
eficientes na sua absorcéo e em centenas de vezes mais rapido do que a MCU (79,

Como as vias de influxo de Ca?* da matriz mitocondrial, foram identificadas trés
vias de efluxo de Ca?*: 1) o trocador idnico mitocondrial Na*-Ca?* (mNCX), 2) o
trocador idnico mitocondrial H*-Ca?* (HCX) e 3) o poro de transicdo da permeabilidade
mitocondrial (mPTP). A forma predominante de efluxo de Ca?* das mitocondrias é a
forma dependente de Na?*, que € o mMNCX "), O PTP é um poro de larga condutancia
na IMM que tem sido mostrado que libera Ca?*, causa despolarizacdo da membrana
(78) e que pode ser blogueado pela ciclosporina A 9. Em condicdes de sobrecarga de
Ca?* foi demonstrado que o poro pode apresentar duas formas de abertura: a)
transitéria (tPTP) — de baixa condutancia onde apresenta aproximadamente 57 +5 s
(80) de duracao que acredita-se ser um mecanismo de defesa contra a sobrecarga de
Ca?* minimizando a producéo de ROS, o que pode fornecer a célula uma sinalizagéo
cardioprotetora ©% 81; b) permanente (MPTP) — de alta condutancia que mantém o
poro aberto por longa duracdo de modo irreversivel conduzindo a célula ao

mecanismo de apoptose (Figura 6) ©D.
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Figura 7 - Desenho esquematico de eventos e proteinas sinalizadoras do célcio em midcitos
ventriculares adultos (2.

1.9 Subpopulagfes mitocondriais

Existem trés tipos de subpopulagcbes de mitocondrias. As mitocondrias
subsarcolemais (SSMs) sdo facilmente identificadas nas fibras musculares ®V e as
mitocondrias interfibrilares (IFMs) que estao firmemente inseridas entre miofilamentos
(Figuras 7 e 8) 42,

A subpopulagédo subsarcolemal (SSM) é conhecida por estar localizada logo
abaixo do sarcolema e varia morfologicamente em até 4 um. Elas estdo organizadas
aleatoriamente e apresentam a forma oval, esférica e poligonal. Pela intima
localizag&o com o sarcolema entende-se que as SSMs geram ATP para o transporte
ativo da membrana 2,

A subpopulacdo interfibrilar (IFM) esta localizada entre as miofibrilas,
organizadas longitudinalmente com forma alongada e tamanho de 1,5 a 2 ym ®3.84),
Adicionalmente, em relacdo a localizagdo das SSMs, conclui-se que o ATP gerado é

utiizado na contracdo das miofibrilas ©2. As subpopulacdes mitocondriais
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interfibrilares (IFMs) se apresentam em toda extensédo do sarcomeros entre as linhas
Z e entre as juncdes do SR ©5),

Postula-se que estas subpopulacdes mitocondriais IFMs estéo localizadas mais
préximos dos microdominios de mobilizacdo do Ca?* citosdlico, possivelmente
interconectado a rede do reticulo sarcoplasmatico e miofibrilas. O terceiro tipo de
subpopulacéo sao as perinucleares (PNMs) que apresentam menor tamanho e forma

arredondada em relacdo as IFMs (),

Figura 8 - Tipos de mitocdndria cardiaca em midcitos ventriculares de ratos. Microfotografia
eletrénica; Secdo ultradelgada longitudinal, fixagcdo convencional. Seccéo ultrafina
longitudinal. (A) Mitocondrias perinucleares e interfibrilares. (B) Mitocdndrias
interfibrilares ®9,

Figura 9 - Microfotografia eletrénica representativa de coracdo de murideo (Murinae) adulto que
retrata as trés subpopulagdes de mitocondrias: mitocéndrias perinucleares (PNM);
mitocondria interfibrilar (IFM); e mitocdndria subsarcolemal (SSM) ©9),
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Em 1977, Palmer e col., ®3 padronizaram um método capaz de isolar as duas
subpopulac¢des mitocondriais, IFM e SSM, com o auxilio de centrifugacdes e digestao
com tripsina. Foi demonstrado que a subpopulagéo IFM possui maior atividade do
complexo Il e da citrato sintase; e que essa subpopulacdo oxida todos os substratos
1,5 vezes mais rapido que a subpopulacdo SSM. A subpopulacdo SSM tem a matriz
lameliforme ao passo que a subpopulacéo IFM possui uma mistura da matriz tubular
e lameliforme. Tal diferenca é importante ja que a matriz tubular tem menor espaco
entre as cristas, acumulando, portanto, uma quantidade maior de protons que levaria
ao aumento da atividade da ATP sintase, permitindo fosforilacdo oxidacédo mais efetiva
87), A subpopulagdo IFM capta mais calcio, e € mais resistente a esse ion quando
comparada a subpopulacdo SSM (88-91),

As alteracbes metabdlicas ocorridas no miocardio englobam alteracdes na
fosforilacdo oxidativa a fim de manter os niveis citosolicos e de hidrolise de ATP
quando o suporte de oxigénio e/ou substrato € baixo °2. Além disso, a eficiéncia na
producao de energia € baixa quando a mitocondria esta danificada, portanto, limitando
a producdo de energia para suprir 0s processos celulares, incluindo a maquinaria
contrétil (93-9),

Devido a intima conexao entre metabolismo oxidativo e contratilidade, alteracéo
no suporte de oxigénio para o miocardio poderia resultar na redugéo da contratilidade
e do metabolismo oxidativo mitocondrial ®4 9799 Em humanos, ja foi demonstrado
reducado do transporte de elétrons nos complexos |, Ill e IV da cadeia respiratéria em
torno de 30%. Com isto, houve reducdo da producdo de ATP pelo complexo V em
pacientes com doenca isquémica ou cardiomiopatia dilatada (109103 As alteracées nos
complexos da cadeia respiratoria limitam a contratilidade cardiaca durante exercicio
ou ativacdo adrenérgica (7 104),

Vérios estudos demonstraram que as duas subpopulacdes respondem de
forma diferente aos estimulos de natureza fisiolégica ou patolégica tais como:
envelhecimento, isquemia/reperfusdo, exercicio, restricdo calorica, dieta rica em
gordura e insuficiéncia cardiaca (195113) Hoppel e col., em 1982, demonstraram
reducdo em 50% da fosforilagdo oxidativa na subpopulacédo IFM de Hamsters que
desenvolveram insuficiéncia cardiaca apés 4 meses 14, Outro estudo também
demonstrou que existe uma reducdo da fosforilacdo oxidativa em ambas
subpopulacdes apos o desenvolvimento da IC com reducéo da atividade da cadeia

respiratéria mitocondrial 119, Adicionalmente, existe uma reducdo do estado Il no
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7

consumo de oxigénio quando o substrato palmitoil + carnitina € utilizado
concomitantemente com a reducdo da expressdo das enzimas da beta oxidacdo. No
modelo de insuficiéncia cardiaca induzida pela sobrecarga de pressao, Bugger e col.,
(116) demonstraram que a expressdo das proteinas da beta oxidagdo encontra-se
reduzida, assim como a bioenergética mitocondrial.

Além disso, Garnier e col., 117, demonstraram que a expresséo génica do PGC-
1a e B (Co-ativador da transcricdo génica) estdo reduzidas na IC. Ademais, a
deficiéncia do PGC-18 acelera a transicdo da hipertrofia cardiaca para a IC 118, O
PGC-1a e B exercem papel fundamental na biogénese mitocondrial. Eles séo
expressos em tecidos como coragdo, musculo esquelético e figado e regulam a
expressdo génica das enzimas do metabolismo na mitocondria e proteinas que
constituem a cadeia respiratéria mitocondrial 18, PGC-1a e B tem papel chave na
regulacdo da funcdo mitocondrial e participam na transducdo do estimulo fisiol6gico
para a producdo de energia no musculo cardiaco 17119 A capacidade mitocondrial
precisa aumentar proporcionalmente ao crescimento celular a fim de manter as

necessidades energéticas da célula (120,

1.10 Papel da testosterona na fungdo mitocondrial

Atualmente existe um grande interesse em pesquisas sobre a disfuncao
mitocondrial causada pela privacdo da testosterona 749, Pongkan e col., em 2015,
demonstraram disfungcdo mitocondrial em ratos submetidos a orquiectomia.
Adicionalmente, observaram a resposta protetora contra a disfungéo mitocondrial nos
ratos orquiectomizados que receberam reposicao de testosterona bioidéntica. Estudos
prévios evidenciaram que o miocardio sofre efeito direto da testosterona o qual
desempenha um papel benéfico na performance ventricular, melhorando a
contratilidade cardiaca e a regulacéo do célcio (121 122),

Existe uma intima relacdo entre o estresse oxidativo aumentado com a funcao
miocardica e a frequéncia cardiaca deprimidas 23). Adicionalmente, a deficiéncia da
testosterona aumenta o nivel do estresse oxidativo no miocardio 124125, A reposicdo
de testosterona desempenha um papel crucial na protecdo do desequilibrio
simpatovagal, reduzindo o estresse oxidativo e aumentando o efeito antioxidante
cardiaco. Desta forma, ratos orquiectomizados aumentaram a producdo de ROS

mitocondrial cardiaca e a testosterona atenuou o nivel de ROS “9. Neste estudo,
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Pongkan e col., descreveram a possibilidade que a diminuicdo das arritmias devido
ao mecanismo envolvido com a fosforilacdo da conexina 43. Foi evidenciado que a
fosforilacdo da conexina 43 no residuo da serina 368 atua na comunicacao intercelular
por meio das juncdes gap, e que a diminuicdo da fosforilagdo da conexina 43 poderia
facilitar as arritmias (126-128) A privacdo da testosterona diminui a fosforilacdo da
conexina 43. A reposicao do hormodnio testosterona aumentou a fosforilacdo da
conexina 43, trazendo como consequéncia 0 aumento da comunicacado entre o0s
midcitos, atenuando arritmias durante o periodo de isquemia e reperfusdo “9. A
reducdo do tamanho da area de infarto em ratos orquiectomizados que foram tratados
com testosterona pode ser devido a reducdo do processo apoptotico e da disfuncéo
mitocondrial cardiaca “9).

Devido a escassez de estudos especificos relacionados ao efeito da deficiéncia
da testosterona na funcao das subpopulagdes mitocondriais, 0 presente estudo visa
proporcionar novas informacgdes relativas ao desenvolvimento e progressao da
disfuncdo das subpopulacées mitocondriais cardiacas subsarcolemal (SSM) e
interfibrilar (IFM) devido a deficiéncia da testosterona. Conhecimento Util para o
tratamento contra a disfungéo contratil cardiaca em doentes com baixos niveis de

testosterona, particularmente nos pacientes idosos.
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2 OBJETIVO

Avaliar o efeito da deficiéncia de testosterona nas subpopulagdes mitocondrias

subsarcolemais (SSM) e interfibrilares (IFM) em cardiomidcitos.

2.1 Objetivo Especifico

e Avaliar as alteracdes no conteudo proteico das mitocondrias entre 0s grupos
(Yield);

e Avaliara fungdo e morfologia mitocondrial das duas subpopulagdes:
subsarcolemal (SSM) e interfibrillar (IFM), através da citometria de fluxo;

e Avaliar o efeito da deficiéncia da testosterona, sobre a bioenergética
mitocondrial apds 12 semanas com privacao de testosterona (OQT);

e Investigar possiveis alteracdes da fungcéo da cadeia respiratoria mitocondrial
com a utilizacdo de substratos especificos para os complexos | e I;

e Avaliar a resisténcia mitocondrial ao calcio (Swelling);

e Medir a probabilidade de abertura do poro mitocondrial em ratos apos 12

semanas de orquiectomia.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Animais Experimentais

Foi utilizado modelo animal de ratos machos Wistar (n=30), de linhagem albina
da espécie Rattus norvegicus, pesando entre 250 a 300 g (média + EP) com idade
aproximada de 12 semanas (média + EP) adquiridos no Biotério da Universidade
Federal do Espirito Santo — UFES. Os animais foram mantidos em gaiolas, sob
controle de temperatura, umidade e ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso
a agua e ragao.

O protocolo foi aprovado pela comissdo de ética em experimentacdo e uso de
animais da Universidade Federal do Espirito Santo — UFES (CEUA — 072/2012). Estas
investigacdes foram conforme as diretrizes:

a) CONCEA, Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal,

Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao. Diretriz brasileira para o cuidado

e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos (29,

b) National Institutes of Health (NIH Publication, N° 85-23, revised 1996).

3.2 Modelo Experimental

Ratos machos da raca Wistar (n= 30) foram divididos de forma randomizada
em 3 grupos:

a) Grupo SHAM (controle) — Os animais desse grupo foram submetidos ao
procedimento cirdrgico (anestesia e inciséo cirargica) sem orquiectomia radical.

b) Grupo OQT (orquiectomia) - Os animais desse grupo foram submetidos ao
procedimento cirdrgico com orquiectomia radical (bilateral).

c) Grupo OQT + T (orquiectomia + testosterona) - Os animais desse grupo foram
submetidos ao procedimento cirdrgico com orquiectomia radical (bilateral)

associado ao tratamento com Testosterona.
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3.3 Cirurgia de Castracao

Os ratos foram anestesiados com Cetamina 10% (50-100 mg/kg, i.p.;
laboratério Pfizer) e Cloridrato de Xilazina a 10% (2 mg/kg, i.p.; Sedomin® do
laboratério Komig). Apos verificacdo dos sinais de estado anestésico, foi realizado
uma incisdo longitudinal na bolsa escrotal com exposicéo e extirpagéo dos testiculos.
Realizado hemostasia e rafia da bolsa escrotal por sutura simples. Passado o estado
anestésico, os animais foram mantidos em gaiolas, sob controle de temperatura,
umidade e ciclo claro-escuro de 12 h, tendo livre acesso a agua e racdo. Apos 24 h
iniciou-se a suplementacdo com dose fisiolégica de testosterona (2 mg/kg, IM)
diariamente por 12 semanas no Grupo OQT + T.

ApOs 12 semanas de tratamento com a testosterona, os animais foram
anestesiados com Uretana (1.2 mg/kg i.p.). Apos verificacdo dos sinais de estado
anestésico, os animais foram eutanaziados e exsanguinados. Em seguida, foi
realizada a inciséao longitudinal toracoabdominal. Foi coletado amostra sanguinea da
aorta abdominal e imediatamente mantido em temperatura de 7 °C e centrifugado para
obter o soro. Em seguida, foram removidos e pesados 0s seguintes tecidos: a)
coracao; b) gordura do epididimo; c) gordura retroperitoneal; d) vesicula seminal; e)
pulmdo; f) figado; e g) musculo solio. O comprimento do osso tibia foi medido para
posterior correcao.

O coracao foi colocado em recipiente contendo solucao tampéo Chappel-Perry
CP (100 mM de KCI; 50 mM de MOPS; 5 mM de MgSOa4; 1 mM de EGTA; e 1 mM de
ATP). O recipiente foi mantido sobre gelo. Realizou-se a pesagem do coracdo apos
ter sido secado com papel absorvente padréo. A seguir, procedeu-se a remocao dos
atrios e a separacdo dos ventriculos. Foi removido segmento da parede livre do
ventriculo esquerdo e estocado a 80 °C negativos para posteriores analises
bioguimicas. O restante do ventriculo esquerdo foi mantido em solu¢ao tampéao gelada
a 4 °C de Chappel-Perry até o0 momento da extracdo mitocondrial.

3.4 Isolamento Mitocondrial
Seguindo o protocolo descrito por Palmer e col., em 1977, as duas

subpopulacgdes mitocondriais (SSM e IFM) foram isoladas do ventriculo esquerdo @3,

Os ventriculos foram lavados, fragmentados e homogeneizados (agitador mecéanico e
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homogeneizadores — Novatécnica, Brasil e Digital Overhead Stirrer — Scilogex, USA)
em 22.5 mL do tampéo CP1 (Chappel-Perry:100 mM de KCI, 50 mM de Mops, 5 mM
de MgSO4¢7H20, 1 mM de EGTA, 1 mM de ATP, com pH 7.4 a 4 °C). Em seguida, o
homogeneizado foi submetido a primeira centrifugacdo (Centrifuge 5804 R —
Eppendorf, Germany) a 580 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante desta primeira
centrifugacéo foi filtrado com auxilio de uma gaze e transferido para um tubo
etiquetado SSM.

O pellet desta primeira centrifugagdo foi suspenso em 7.5 mL do mesmo
tampéao (CP1) e novamente centrifugado a 580 x g por 10 min. O sobrenadante desta
segunda centrifugacédo foi filtrado com auxilio de uma gaze e transferido ao "tubo
SSM” contendo o primeiro sobrenadante. Em seguida, este tubo foi novamente
centrifugado a 580 x g por 7 min. O pellet remanescente a essa centrifugacdo seguiu
o protocolo de Palmer e cols. e correspondera a subpopulagdo SSM.

O pellet remanescente da segunda centrifugacéo foi suspendido em 9 mL de
tampao Chappel-Perry e adicionou-se 5 mg de tripsina por grama de tecido dissolvido
em 1 mL do mesmo tampdo. Apds a adicdo de tripsina, foi feita uma segunda
homogeneizacdo e as amostras foram agitadas com o auxilio de um agitador
magnético (ika® c-mag hs10, USA) em banho de gelo por 10 min. Apés agitacdo, foram
adicionados 10 mL de tampao Chappel-Perry contendo albumina bovina (fraction V
fatty acid free) 2 mg/mL e as amostras foram novamente homogeneizadas e
centrifugadas a 7.500 x g por 10 min a 4 °C. O pellet foi novamente suspenso em 7.5
mL do tampao Chappel-Perry e centrifugado a 580 x g por 7 min a 4 °C. O
sobrenadante desta ultima centrifugacéo foi filtrado com auxilio de gaze e novamente
centrifugado a 3.000 x g por 7 min. O pellet final corresponde a subpopulacéo
interfibrilar. Os pellets correspondentes a subpopulacdo SSM e IFM foram lavados
duas vezes em tampéo KME (contendo 100 mM de KCI, 50 mM de Mops e 0,01 M de
EGTA) e novamente centrifugados a 3.000 x g por 7 min. Os pellets foram
suspendidos em 200 uL de tampao KME e a concentragao proteica foi determinada

pelo método de Lowry (130),
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3.5 Respiragéo Mitocondrial

3.5.1 Analise funcional da cadeia respiratéria mitocondrial — oxidacao

fosforilativa

A analise funcional dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial foi
avaliada com o auxilio de um transdutor para medida de oxigénio (Clark electrode,
Qubit system, Canada) de acordo com Palmer e cols. Amostras das mitocondrias (250
pg) foram incubadas, em um tamp&o para respiragao mitocondrial (100 mM de KCl,
50 mM de MOPS, 5 mM de KH2PO4, 1 mM de EGTA e 1 mg/mL de BSA/Fraction V,
com pH 7.4) ©3),

O estado Il significa a velocidade de consumo de oxigénio quando a
mitocondria é colocada em um meio com substrato oxidavel com ADP, produzindo
assim o ATP. O estado IV que é a velocidade do consumo de O2 apds a mitocondria
ja ter consumido todo o ADP disponivel, foram medidos com glutamato + malato (10
e 5 mM, respectivamente), palmitoil + carnitina (40 uM) e rotenona + succinato (7.5
MM e 20 mM, respectivamente). Apds a adigdo dos substratos, foi adicionado ADP
para atingir uma concentracdo final de 200 pM e observou-se um aumento do
consumo de oxigénio em funcdo do tempo. Apds completa deplecdo do ADP,
observado pelo surgimento do estado IV, adicionou-se oligomicina, inibidor do
complexo V (fracdo FO) da cadeia respiratoria. O RCR que é a razdo do estado Il /
estado IV verifica o acoplamento da cadeia respiratoria e o ADP:O que é a razéo do
Pi/O2 é o indicativo de quanto de Oz € reduzido em H20 na fosforilagdo oxidativa
indicando sua eficiéncia. Os estados Ill, IV e razdo ADP:O foram calculados

posteriormente.

3.5.2 Medidas do potencial de membrana e tamanho da mitocéndria

A medida do potencial de membrana foi feita utilizando citometria de fluxo
(Facscan, Becton Dickinson, USA) como descrito por Dabkowski e cols., (108),
Amostras das subpopulacbes (SSM e IFM) foram incubadas em tampdo KME
(contendo 100 mM de KCI, 50 mM de Mops e 0,01 M de EGTA) com um marcador
para potencial de membrana da mitocondria [5,5',6,6-tetrachloro-1,71'3,3"-

tetraethylbenzimidazol carbocyanine iodide (300 nM JC-1; Invitrogen)] ou MitoTracker
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Deep Red 633 por 15 min a 37 °C. Estes marcadores se difundem pela membrana
intacta da mitocondria e sdo seletivos, porque dependem do potencial para emitir
fluorescéncia vermelha (~ 590 nm). Quando se tem emissao de fluorescéncia verde
(~ 525 nm) corresponde a queda do potencial de membrana. Cada parametro foi
detectado usando um laser especifico e 100.000 eventos foram medidos por amostra
fresca. Os resultados foram expressos como a razao da fluorescéncia vermelha pela
verde. Para as medidas de tamanho, o aparelho era calibrado com microesferas
(Invitrogen) que permitiam medir exatamente o tamanho da mitocondria. Os dados

foram expressos em unidades arbitrarias.

3.5.3 Probabilidade de abertura do poro mitocondrial

Foi analisada a probabilidade de abertura do poro mitocondrial por meio de
aparelho (Synergy™ 2 Multi-Mode Microplate Reader, BioTek, USA) em ambas as
subpopulacgdes ©6 131, Foram incubados 25 ug de proteina em 200 pL de tampéo livre
de célcio (100 mM de KCI, 50 mM de MOPS, 5 mM de KH2PO4, 5 mM de EGTA, 1
mM de MgClz, 5 mM de glutamato, e 5 mM de malato & 37 °C) em um fluorimetro com
monitoramento constante da fluorescéncia. Em seguida, foi adicionado um marcador
de célcio (calcium green-5N, Invitrogen) com excitagao e emissdo de 488 e 530 A,
respectivamente. Apos a adicdo do marcador para calcio, foi adicionado 32 doses de

calcio (5 yL) a cada 7 min (%6 132),

3.5.4 Resisténcia ao calcio (Swelling)

O teste de tolerancia ao célcio foi realizado como descrito na literatura ©5 132
133)  As proteinas mitocondriais, das duas subpopulacdes, foram suavemente
homogeneizadas em solucao tampéo calcio livre (100 mM de KCI, 50 mM de MOPS,
5 mM de KH2PO4, 5 mM de EGTA, 1 mM de MgClI2, 5 mM de glutamato, e 5 mM de
malato, em pH 7.4) com concentracao final de 2 mg/mL de proteina em uma placa de
96 pocos. Em seguida, a placa foi inserida em um leitor de placas (EIx808 Biotek,
USA) e aquecida a 37 °C. Apos atingir 37 °C, foi feita uma leitura de absorbancia a
540 nm por 2 min a fim de se obter valores basais de absorbancia. Apos essa leitura,
foi adicionado cloreto de calcio na concentragao final de 100 e 500 nM por pg de

proteina mitocondrial e nova leitura foi realizada por 20 min.
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3.6 Expressédo dos resultados e andlise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. Os valores
de “n” representam o nimero de animais utilizados em cada protocolo experimental.
A andlise estatistica dos resultados foi realizada por analise de variancia (ANOVA),
uma ou duas vias, medidas repetidas ou completamente randomizada. Quando a
ANOVA apresentava significAncia estatistica o teste post-hoc de Bonferroni era
realizado. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para

valores de p < 0,05.

3.7 Farmacos e reagentes utilizados

e Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) (Plusone)
e Acido Etilenoglicoltetracético (Sigma)

e Albumina bovina Fraction V (Sigma)

e Tripsina de Pancreas Bovina (Sigma)

e Cloreto de calcio (Sigma)

e Cloreto de potassio (Sigma)

e Cloreto de sadio (Sigma)

e Etanol absoluto (Sigma)

e Fosfato de potassio (Sigma)

e Fosfato de sodio (Merck)

e Metanol (Sigma)

e 3-(N-Morpholino)propanesulfonic acid (MOPS)

e Reagente para deteccao de Western Blot (ECL) (Thermo Scientific)
e Sulfato de magnésio

e Adenosine 5-triphosphate (ATP), (Sigma)

e Adenosine 5-diphosphate (ADP), (Sigma)

e Hidroxido de potassio (Sigma)

¢ Dihidrogenofosfato de potassio (Sigma)

e Cloreto de magnésio (Sigma)

e Glutamato (Sigma)

e Malato (Sigma)
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Rotenona (Sigma)

Succinato (Sigma)

Piruvato

Palmitoil + carnitina

Oligomicina

Célcio green

Sulfato de cobre 2% (Sigma)

Carbonato de sédio (Sigma)

Folin & Ciocalteu’s phenol reagente (Sigma)
Tartarato

Aquisicdo do hormdnio testosterona bioidéntica do Laboratorio IMAFAR na

dose de 150 mg por capsula e 6leo de girassol.
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4 RESULTADOS

4.1 Sobrevida

Com o objetivo de analisarmos efeitos da deficiéncia de testosterona sobre a
sobrevida de animais orquiectomizados, foi avaliada a mortalidade dos animais
SHAM, OQT e OQT + T ao longo de 12 semanas. A deficiéncia de testosterona néo

provocou a mortalidade no grupo OQT apds 84 dias.

4.2 Andlise de parametro ponderal apds 12 semanas de tratamento

De acordo com os resultados da andlise de variancia foi possivel identificar
diferencas estatisticamente significantes entre os tratamentos Sham, OQT e OQT +
T, em relacéo ao peso do figado (g) e da vesicula seminal (g). A Tabela 1 apresenta

todos os resultados.

Tabela 1 - Resultados da analise de variancia dos tratamentos SHAM, OQT e OQT + T.

Média = Desvio padréo

Parametros Experimento Experimento Experimento p-valor
SHAM oQT OQT+T
Peso Rato (Q) 447 £ 48 429 £+ 47 437 +31 0,6317
Peso Coragéo (g) 09+0,1 0,9+0,2 09+0,1 0,4865
Peso VE (g) 0,8+0,1 0,8+0,1 0,8+0,1 0,3647
Peso VD (9) 0,2 £0,04 0,2+ 0,05 0,2 +0,03 0,6551
Figado (g) 150+1,5 12,9+ 1,6* 129+1,1* 0,0026
Pulméo (g) 22+0,3 23104 2,3+0,3 0,4009
Gordura Epididimo (g) 7329 54+1,7 55+1 0,0842
Gordura Retroperitoneal (g) 9,9+3,9 12,7+4,1 10,4+ 3,4 0,2464
Vesicula Seminal (g) 1,1+0,2 0,1 +0,02* 0,7 £ 0,2*# 0,0000
Tibia (mm) 403+1,1 39,8+1.3 39,9+0,5 0,4739
Solio () 0,2+0,04 0,2+0,04 0,2+0,04 0,2463

) A diferenca foi significativa ao nivel de 5% (p-valor < 0,05) em relagdo ao grupo SHAM (controle);
) A diferenca foi significativa ao nivel de 5% (p-valor < 0,05) em relagdo ao grupo OQT.

N&o foram identificadas diferencas estatisticamente significantes, entre os
tratamentos SHAM, OQT e OQT + T, para os pesos: ratos, coracdo, VE, VD, pulméo,
gordura do epididimo, gordura retroperitoneal e sélio como também no tamanho da
tibia (Tabela 1).

Em relacdo ao peso do figado (g), os grupos OQT e OQT + T apresentaram
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diferencas significantemente menores ao nivel de 5% em relagdo ao grupo SHAM.
Como os tratamentos diferiram estatisticamente entre si foi utilizado o teste estatistico
de comparacdes multiplas de Bonferroni, ao nivel de 5% de significancia, para
descrever essas diferencas. Os grupos OQT e OQT + T nao diferiram estatisticamente
entre si (p-valor > 0,05), porém houve diferenca significante destes Grupos em relacao
ao Grupo SHAM.

Em relacdo ao peso da vesicula seminal (g), os grupos OQT e OQT + T
apresentaram diferencas significantemente menores ao nivel de 5% em relacdo ao
grupo SHAM. Adicionalmente, o grupo OQT + T apresentou diferenca
significantemente maior em relagéo ao grupo OQT.

4.3 Yield mitocondrial

O Yield (rendimento mitocondrial) € a quantidade de proteina mitocondrial por grama
de tecido. Nao houve diferenca no rendimento proteico da subpopulacao IFM entre os
Grupos estudados (SHAM, OQT e OQT + T) como mostrado na Figura 10A.
Entretanto, a subpopulacéo subsarcolemal (SSM) o Grupo OQT apresentou diferenca
significantemente maior em comparacdo com os grupos SHAM e OQT + T (Figura
10B). A reposicao de testosterona foi capaz de restaurar esses valores para o nivel

normal (SHAM), como mostra a Figura 10B.

IFM SSM
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Figura 10 - (A) Yield mitocondrial na subpopulacéo interfibrilar (IFM), (B) Yield mitocondrial na
subpopulacdo subsarcolemal (SSM) a partir do ventriculo esquerdo do animal, do
sexo masculino. SHAM - cirurgia simulada sem remocao dos testiculos; OQT -
orquiectomia; OQT + T - orquiectomia + testosterona. * p < 0,05 em relacdo ao Grupo
SHAM. # p < 0,05 em relacao ao Grupo OQT. O nimero de animais estaindicado entre
paréntesis.
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4.4 Funcéao e morfologia — citometria de fluxo

O potencial de membrana, tamanho e a complexidade interna entre as
subpopulac¢des mitocondriais dos grupos SHAM, OQT e OQT + T, foram avaliados por
citometria de fluxo.

A avaliacdo da luz difusa (forward-scattered light — FSC) foi utilizada para
estimar o tamanho, enquanto que a avaliacao da luz dispersa lateral (side-scattered
light — SSC) foi usada para estimar a complexidade interna mitocondrial, ambas
baseadas em uma escala logaritmica.

O potencial de membrana das mitocondrias foi analisado nas subpopulactes
recém isoladas por citometria de fluxo usando o marcador 5,5 ', 6,6'-tetra-cloro-1,1',
3,3'-tetraetilbenzimidazol iodeto de carbocianina (JC-1) em que a intensidade de
fluorescéncia foi determinada pelo deslocamento da luz verde para a vermelha
indicando um aumento no potencial de membrana.

O potencial de membrana mitocondrial basal (com substrato endégeno) estava
aumentado significativamente na subpopulagéo IFM de animais do Grupo OQT em
relacdo ao Grupo SHAM. Adicionalmente, houve diferenca significantemente maior
entre OQT e OQT+T (Figura 9A). Nao houve diferenca significante entre os grupos na
subpopulacdo SSM (Figura 9B). Em seguida, adicionou-se nas amostras o0s
substratos glutamato + malato (10 e 5 mM, respectivamente) para estimular a cadeia
transportadora de elétrons (ETC). Da mesma forma que o resultado anterior, houve
aumento significativo no potencial de membrana na subpopulacao IFM do Grupo OQT
em relacdo ao Grupo SHAM. Adicionalmente, houve diferenca significantemente
maior entre OQT e OQT+T (Figura 9C). Nao houve diferenca significante entre os
grupos na subpopulacdo SSM (Figura 9D).

Este aumento com a adicdo do substrato foi visualmente maior em relacéo ao
resultado anterior com os substratos enddgenos (Figura 9A e 9C). Em relacdo ao
Grupo OQT + T da subpopulagéo IFM, notou-se que a reposi¢cao da testosterona foi
capaz de manter o potencial de membrana aos niveis normais (SHAM), como
mostrado na Figura 9A e 9C.

A morfologia mitocondrial também foi avaliada por citometria de fluxo. Essas
andlises ajudaram a mostrar diferencas morfolégicas relativas entre as duas

subpopulacdes e validar o sucesso do isolamento. Para avaliar as diferengcas no
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tamanho absoluto das mitocdndrias, foram utilizadas microesferas (1 a 6 ym) para
servir como referéncias de tamanho confiaveis.

Na subpopulacdo IFM o Grupo OQT houve aumento no tamanho (forward-
scattered light — FSC) como mostrado na Figura 11E, bem como houve aumento da
complexidade interna (side-scattered light — SSC) mostrado na Figura 11G, quando
comparado ao Grupo SHAM. Adicionalmente, houve diferenca significantemente
maior entre OQT e OQT+T (Figura 11E e 11G). No entanto, na subpopulacdo SSM
nao houve diferenca significante no tamanho ou complexidade interna entre os Grupos
estudados (Figura 11F e 11H).
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Figura 11 - Determinacao da funcdo e morfologia das subpopulacdes mitocondriais distintas
chamadas de subsarcolemal (SSM) e interfibrilar (IFM). Grupos estudados: simulado
(SHAM), orquiectomizados (OQT), e, orquiectomizados com testosterona (OQT + T)
utilizando citometria de fluxo. A, B, C e D - Analise do potencial de membrana; Ee F
- Andlise do tamanho; G e H - Analise da complexidade. Os valores de potencial de
membrana, o tamanho e a complexidade s&o expressos has barras como unidades
arbitrarias (UA). * p < 0,05 em relagdo ao Grupo SHAM. # p < 0,05 em relagdo ao
Grupo OQT. O nimero de animais esta indicado entre parénteses.
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4.5 Respiracado mitocondrial

Para avaliar os efeitos da deficiéncia da testosterona na bioenergética
mitocondrial da subpopulacéo interfibrilar e subsarcolemal dos Grupos SHAM, OQT e
OQT + T, foi mensurado a respiracdo mitocondrial com diferentes substratos
(glutamato + malato, piruvato + malato, palmitoil + carnitina e succinato + rotenona).
Estes substratos utilizam vias oxidativas distintas, transporte mitocondrial e fornecem

elétrons via NADH* e FAD para o Complexo | e Il.

4.6 Teste com o substrato glutamato + malato para avaliagdo do complexo | da
cadeia respiratoria mitocondrial das subpopulacdes interfibrilar e

subsarcolemal

A taxa maxima de respira¢éo mitocondrial (Estado 3) expressa nanoAtomos de
oxigénio por mg de proteina mitocondrial por minuto. A avaliacdo da subpopulacéo
IFM, utilizando glutamato + malato como substratos, foi menor no Grupo OQT quando
comparado com SHAM e OQT + T (Figura 12A). O estado 3 na subpopulagcdo SSM
nao apresentou diferenca significante entre os grupos estudados (Figura 12B). A
quantidade de ADP (200 uM) adicionado na camara para a quantidade total de
oxigénio consumido no estado 3 foi encontrado diminuido tanto na subpopulacéo IFM
como no SSM no grupo OQT (Figura 12E e 12F). A reposicdo de testosterona foi
capaz de restaurar esta alteracdo apenas na subpopulacdo IFM, embora tenhamos
encontrado uma tendéncia para restaurar na subpopulacdo SSM (p = 0,08) como

mostrado na Figura 12F.
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Glutamato + Malato
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Figura 12 - Teste com glutamato + malato como substrato para avaliacdo do complexo | da
cadeia respiratoria mitocondrial da fracdo interfibrilar e subsarcolemal de ratos
(SHAM - ratos controle, OQT - ratos orquiectomizados e OQT + T - ratos
orquiectomizados com reposicdo de testosterona) por 12 semanas. Valores
expressos em nanomol de oxigénio atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados
estdo expressos como média + erro padrao da média. p < 0,05 ANOVA.

4.7 Teste com o substrato piruvato + malato para avaliagcdo do complexo | da
cadeia respiratoria mitocondrial das subpopulacdes interfibrilar e

subsarcolemal

Quando o piruvato + malato foram utilizados como substrato, o estado 3 foi
encontrado diminuido na subpopulacéo IFM do grupo OQT quando comparado com o
grupo SHAM. A reposicao de testosterona foi capaz de restaurar esta diminui¢ao para
0s niveis normais observados no grupo SHAM (Figura 13A). Além disso, ndo foi
detectada diferenca significante entre os grupos estudados na subpopulacdo SSM
(Figura 13B). O estado 4, RCR e o indice ADP: O ndo apresentaram diferencas
significantes entre os Grupos estudados (SHAM, OQT e OQT + T), como mostra a
Figura 13C, 13D, 13E e 13F.
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Piruvato + Malato
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Figura 13 - Teste com piruvato + malato como substrato para avaliacdo do complexo | da cadeia
respiratdria mitocondrial da fracdo interfibrilar e subsarcolemal de ratos (SHAM —
ratos controle, OQT — ratos orquiectomizados e OQT + T — ratos orquiectomizados
com reposicdo de testosterona) por 12 semanas. Valores expressos em nanomol de
oxigénio atdmico/min/mg de proteina. Os resultados estdo expressos como média
+ erro padrdo da média. p < 0,05 ANOVA.

4.8 Teste com o substrato palmitoil + carnitina para avaliagao da 3-oxidag&o das
subpopulagdes interfibrilar e subsarcolemal

Utilizou-se o palmitoil + carnitina para analisar a B-oxidacdo, que reflete o
transporte mitocondrial de palmitoil + carnitina, a oxidacdo do palmitato, a atividade
da cadeia transportadora de elétrons (ETC) e o processo de fosforilagdo. As anélises
dos dados mostraram que tanto na subpopulagcdo IFM quanto na SSM, o estado 3 é
significantemente menor no Grupo OQT quando comparado ao Grupo SHAM e,
interessantemente, a reposi¢ao de testosterona restabeleceu esta diminuicéo ao nivel
do Grupo SHAM apenas no IFM (Figura 14A e 14B). No estado 4, o indice ADP:O néo
apresentou diferenca significante entre os grupos estudados (SHAM, OQT e OQT +
T), como mostra a Figura 14C, 14D, 14E e 14F.
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Palmitoil + Carnitina
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Figura 14 - Teste com palmitoil + carnitina como substrato para avaliacdo do complexo | da
cadeia respiratéria mitocondrial da fracdo interfibrilar e subsarcolemal de ratos
(SHAM - ratos controle, OQT - ratos orquiectomizados e OQT + T - ratos
orquiectomizados com reposi¢cdo de testosterona) por 12 semanas. Valores
expressos em nanomol de oxigénio atdmico/min/mg de proteina. Os resultados
estdo expressos como média * erro padrdo da média. p < 0,05 ANOVA.

4.9 Teste com o substrato succinato + rotenona para avaliagdo do complexo Il
da cadeia respiratéria mitocondrial das subpopulacdes interfibrilar e

subsarcolemal

Avaliando a atividade do complexo Il, utilizando succinato + rotenona como
substratos, o estado 3 mostrou-se significantemente menor na subpopulagéo IFM. A
reposicao de testosterona restaurou esta diferenca para o nivel do grupo controle
(SHAM), como mostrado na Figura 15A. A subpopulacdo SSM, ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos estudados (SHAM, OQT e OQT + T), como
mostrado na Figura 15B. No estado 4, o indice ADP:O ndo apresentou diferenca
significante entre os grupos estudados (SHAM, OQT e OQT + T), como mostra a
Figura 15C, 15D, 15E e 15F.
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Rotenona + Succinato
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Figura 15 - Teste com rotenona + succinato como substrato para avaliagdo do complexo | da
cadeia respiratoria mitocondrial da fracdo interfibrilar e subsarcolemal de ratos
(SHAM - ratos controle, OQT - ratos orquiectomizados e OQT + T - ratos
orquiectomizados com reposicdo de testosterona) por 12 semanas. Valores
expressos em nanomol de oxigénio atdbmico/min/mg de proteina. Os resultados
estdo expressos como média + erro padrdo da média. p < 0,05 ANOVA.

4.10 Analise da resisténcia ao calcio — swelling

Dois métodos padronizados foram utilizados para avaliar a mPTP induzida por
Ca?* nas mitocondrias do ventriculo esquerdo (VE). A mPTP foi avaliada a partir do
swelling mitocondrial induzido pelo Ca?* elevado, como refletido pela diminuicdo da
absorbancia a 540 nm apdés a adicdo de Ca?* nas mitocondrias isoladas. A
determinagdo da absorbancia inicial antes da adicdo de Ca?* foi realizada para
determinar os valores basais. Houve uma diminui¢cdo na absorbéancia com adi¢ao do
Ca?* por mg de proteina, tanto na concentragdo de 100 quanto a 500 nmol em todos
0s grupos estudados (SHAM, OQT e OQT + T). Entretanto, mas nao foi encontrada
diferenca significante entre os Grupos SHAM, OQT e OQT + T (Figura 16A, 16B, 16C
e 16D).
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Figura 16 - Andlise da resisténcia ao calcio (swelling). Queda da absorbancia apés adicdo de
calcio na concentracédo final de 100 e 500 nM por pug de proteina em ambas as
subpopulacdes mitocondriais (IFM e SSM) de ratos SHAM, OQT e OQT + T apds 12
semanas de tratamento. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao
da média. p < 0,05 ANOVA.

4.11 Probabilidade de abertura do poro mitocondrial

Para avaliar a captacdo de calcio e abertura do poro mitocondrial entre os
grupos estudados, a mitocondria foi novamente incubada em um tampé&o célcio free
na presenca do marcador de calcio (calciumgreen 5N), o qual emite fluorescéncia
verde na presenca de célcio livre. Em seguida, foi adicionado célcio (25 nM de Ca?*
por ug de proteina mitocondrial). Apds a estabilizagao, iniciou-se a perfusdo de célcio
a 3,75 uM a cada 7 min por 32 vezes, para inducao da abertura do poro mitocondrial.

Como ja era esperado, de acordo com a Figura 17A (IFM), observa-se que a
deficiéncia de testosterona aumentou a resisténcia ao céalcio. Como consequéncia,
houve diferenga significante na sensibilidade entre os valores de 210 a 390 nM/ug de
proteina mitocondrial, indicando menor probabilidade de abertura do poro
mitocondrial. Porém, ndo houve diferenca significante na subpopulacéo

subsarcolemal (SSM) entre os grupos estudados (Figura 17B).
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Figura 17 - Captacado de calcio e probabilidade de abertura do poro mitocondrial das fracdes
[interfibrilar (IFM) e subsarcolemal (SSM)] de ratos SHAM, orquiectomizados (OQT)
e orquiectomizados ap6s 12 semanas de tratamento (OQT+T). Os resultados estdo
expressos como média + erro padrdo da média. p < 0,05 ANOVA seguido de post

hoc de Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da deficiéncia de testosterona na fungao
e estrutura das subpopula¢cées mitocondriais cardiacas espacialmente distintas, em
ratos Wistar orquiectomizados. Os principais achados neste estudo foram: primeiro,
verificou-se que o yield (quantidade de proteina mitocondrial por grama de tecido) da
subpopulacdo subsarcolemal (SSM) do grupo orquiectomizado (OQT), foi maior
guando comparado aos demais grupos controle (SHAM) e orquiectomizado com
reposicao de testosterona (OQT + T). Nao houve diferenca na subpopulacdo
interfibrilar (IFM); segundo, as mitocondrias interfibrilares (IFM) do grupo OQT
apresentaram maior potencial de membrana, tamanho e complexidade interna;
terceiro, a taxa de fosforilagdo oxidativa foi encontrada menor na subpopulagéo IFM
de animais OQT com todos os substratos analisados, para o complexo | e Il; quarto,
as mitocondrias interfibrilares dos animais OQT tém maior capacidade de retencéo de
calcio.

Sabe-se que as subpopulagdes cardiacas mitocondriais subsarcolemal (SSM)
e interfibrilar (IFM), desempenham papéis diferentes na dindmica metabdlica celular.
Estudo anterior mostrou que em determinados estados fisiolégicos e patoldgicos,
pode haver alteracdes de subpopulacdes de mitocondrias, tanto de tamanho quanto
em quantidade ®3. Como consequéncia, as mitocondrias podem sofrer mecanismos
compensatérios em resposta a lesdo celular especifica ©3. Dependendo do local da
injuria celular pode haver a necessidade de rapida migracdo mitocondrial 7139, Esta
migracdo é mais efetiva se a mitocondria for menor em tamanho. Consequentemente,
pode haver necessidade de remodelamento mitocondrial por meio do processo de
fissdo da organela. Por outro lado, dependendo do tipo e magnitude da injaria, podera
haver necessidade do processo de fusdo mitocondrial ©7 134 Adicionalmente,
preconiza-se possivel mecanismo de transmissao de energia mitocondrial que facilita
o transporte de oxigénio e substratos do capilar sanguineo, através do sarcolema,
para serem utilizados pelas mitocondrias subsarcolemais V. Os ions H* acoplados a
respiragdo da mitocondria subsarcolemal difundem-se para o citosol por meio de
filamentos mitocondriais comunicando-se com as subpopulagdes interfibrilares. Ao
atingir a mitocéndria interfibrilar, os ions H* alcangam a matriz mitocondrial via H*-

ATP-sintase para formar ATP a partir de ADP e Pi "), Em relacédo a estes filamentos,
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foi proposto modelo em que a morfologia da rede mitocondrial ndo é regulada apenas
por um equilibrio dindmico entre fissdo e fusdo ao nivel interno da organela, mas
também com a participacdo de uma rede pelo citoesqueleto de actina (7% 73, 135, 136),

As mitocondrias dentro da célula crescem e fundem-se constantemente,
gerando uma rede cada vez mais ramificada e interligada 135, Este crescimento
estavel € contrabalancado por intervalos de eventos de fissdo rapidos e espacialmente
restritos, dependentes de actina, principalmente em locais de contato reticulo
endoplasmatico mitocondrial (3%, Estas afirmages sdo consistentes com o0s
resultados do presente estudo que demonstraram que as subpopulagbes
subsarcolemais (SSM) do grupo OQT apresentaram quantidade maior de proteinas
mitocondriais por grama de tecido (yield) quando comparado com os grupos SHAM e
OQT+T. Entretanto, ndo ocorreu diferenca significante na subpopulagcédo IFM nos trés
grupos estudados (SHAM, OQT e OQT+T).

Em relacdo ao potencial de membrana, houve aumento no grupo OQT em
comparacao com os grupos SHAM e OQT+T, indicando que houve acumulo de ions
hidrogénio no espaco intermembrana sem a producdo adequada de ATP, sugerindo
falha na cadeia respiratoria. Além disso, niveis patolégicos de ROS sdo geralmente
produzidos em niveis elevados de potencial de membrana mitocondrial 137,

Quando o potencial de membrana excede a -140 mV (membrana
hiperpolarizada), ocorrerd aumento exponencial na geracdo de ROS em ambos 0s
complexos mitocondriais | e 11l 137,

Os achados do presente estudo demonstraram que a deficiéncia de
testosterona aumenta o tamanho e a complexidade interna mitocondrial apos 12
semanas de castracdo. Tais achados estao de acordo com os encontrados por Wang
e cols., 138 sobre as mitofusina-2 (Mfn-2) que séo proteinas (GTPases) presentes na
membrana externa da mitocbndria. Estas proteinas em seres humanos sao
codificadas pelo gene MFN2. A deficiéncia de Mfn-2 nos cardiomiocitos conduz a
remodelamento morfologico e orientagcdo espacial mitocondrial. Notou-se que,
cardiomidcitos com deplecédo de Mfn-2 sdo mais tolerantes a sobrecarga de Ca?*. A
deficiéncia de Mfn-2 protege as células isoladas do estresse induzido por ROS.
Consequentemente, protege o miocito contra a injuria causada pelos mecanismos da
isquemia-reperfusdo. Infere-se que a Mfn-2 pode atuar controlando a abertura do
mPTP. Embora a abertura mPTP esteja ligado ao desencadeamento dos eventos

ligados a morte celular, evidéncias sugerem que a Mfn-2 pode estar envolvida em
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processos fisioldgicos, como a sinalizacdo de ROS (139 e a liberacdo de Ca?
mitocondrial @49, Como as mitocondrias dos cardiomidcitos maduros possuem
limitada locomocao, a Mfn-2 pode funcionar como mediador do mPTP promovendo a
comunicacao intermitocondrial, permitindo a coordenacéo do potencial de membrana
em condicGes de estresse como niveis elevados de Ca?* ou de ROS 5 %),

Em relacé@o a fosforilagdo oxidativa, sabe-se que a testosterona desempenha
um papel significativo no acoplamento da contracao cardiaca. Sua deficiéncia diminui
a atividade da sarco/endoplasmatic reticulum Ca%*-ATPase (SERCA2a) diminuindo a
contratilidade miocardica (21 122 141) A geracdo de forca miocardica depende do
fornecimento de energia proveniente do ATP, que é produzido pelas mitocondrias.
Aproximadamente 95% do ATP provém do processo de fosforilagdo oxidativa e esta
energia é entregue a locais consumidores como a miosina-ATPase (60-70%),
SERCAZ2a (30-40%) e a Na*/K*-ATPase (142-144) A eficiéncia da performance cardiaca
depende do equilibrio entre a producdo e o consumo de energia. Para isto, é crucial a
adaptacdo as mudancas na carga de trabalho cardiaco, envolvendo importantes
moléculas e ions como ADP e Ca?* (143, 144),

Além disso, o ajuste fino da producdo e consumo de energia é regulado
também por transcricdo génica 144. Considerando que os fatores de transcricdo
mitocondrial (TFAM e TFB1M) regulam a producéo de ATP, a reducao no estado llI
da subpopulacéao interfibrilar mitocondrial, com todos os substratos que se encontram
descritos no presente estudo, poderia indicar uma reducdo na expressao no TFAM ou
no TFB1M.

Foi proposto que as mitocondrias interfibrilares geram ATP para o mecanismo
contratil, sugerindo que a geracdo de forca em animais do grupo orquiectomizado
(OQT) foi menor. Isto esta de acordo aos achados da presente pesquisa, com estado
[Il reduzido. A reducg&o no estado IIl poderia resultar da diminuicdo da atividade da
citocromo C oxidase, o qual é regulado pela testosterona 4%, Em cardiomidcitos, a
combinacéo dos substratos glutamato-malato permite o estudo do ciclo do aspartato,
que € a via dominante de transporte de elétrons a partir de NADH (146-148) O NADH
citosolico é formado a partir da glicolise da oxidagdo de lactato. Os elétrons
provenientes do NADH citosolico devem ser transferidos para o interior da matriz
mitocondrial para entrar na cadeia de transporte de elétrons, de modo a atingir a
producdo maxima de ATP. Este mecanismo faz com que o transporte do substrato

malato-aspartato seja importante para producéo de energia no midcito (146,
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O piruvato derivado da via glicolitica € um importante substrato para o ciclo de
Krebs. Esta molécula é translocada pela piruvato-translocase. Esta proteina esta
ancorada na membrana mitocondrial interna e transporta especificamente o piruvato
do espaco intermembrana para a matriz mitocondrial em simporte com o H+. O
piruvato é oxidado a acetil-CoA pelo complexo piruvato desidrogenase ativado pelo
calcio. O succinato € oxidado no complexo Il (sem passar pelo complexo |) e a adicdo
da rotenona, um inibidor do complexo |, permite avaliar a atividade do complexo II.
Como a rotenona bloqueia o complexo | impedindo o transporte de elétrons entre
NADH e ubiquinona, desfazendo a ligacdo ferro-enxofre (Fe-S), o succinato entrega
elétrons via FADH2 no complexo Il.

O miocardio humano e de diversas espécies de mamiferos expressa o gene
que codifica o receptor de androgénio, que esta especificamente expresso no midcito,
na condicdo necesséria para que o fendétipo do miocardio seja regulado diretamente
pelos esteroides androgénicos %), Entretanto, o indice de RNAm néo é suficiente para
estabelecer de forma conclusiva que o receptor de androgénio funcional esta
presente. Além disso, tanto a testosterona quanto a di-hidrotestosterona produzem
resposta hipertréfica pela acdo direta nos midcitos, aumentando a incorporacdo de
aminoacidos na proteina @), Portanto, no miocardio sdo necessarias condicées que,
potencialmente, induzem modulacdo direta do fenétipo das células musculares por
androgeno, independente das alteragcbes hemodinamicas, hipertrofia ventricular ou
outras alteracdes neuro-hormonais.

Outro achado da presente investigacdo é que a subpopulacéo IFM de animais
orquiectomizados apresentou maior capacidade de retencdo de calcio em
comparacdo ao SHAM, o que nao foi observado para a subpopulacdo SSM. A
sinalizacao de calcio mitocondrial desempenha um papel fundamental na regulacéo
do metabolismo da energia celular, no acoplamento excitacdo-contragdo miocéardica
e na geracdo de ATP para contracdo. Na matriz mitocondrial, o Ca?* desempenha um
papel importante na energética, pela ativacdo da F1/FO-ATPase (9. Participam
varias desidrogenases sensiveis ao Ca?* no ciclo do &cido tricarboxilico, incluindo
piruvato desidrogenase, 2-oxoglutarato (a-cetoglutarato) desidrogenase e NAD
acoplado ao isocitrato desidrogenase ligada ao respectivo ligante 50.151) A ativacéo
dessas enzimas no ciclo do acido tricarboxilico (TCA) resulta em aumento da
producdo de NADH, que é fundamental para a adequacao do suprimento de energia

a demanda durante o aumento da carga de trabalho (152,



62

O aumento da negatividade do potencial de membrana (-180 mV) gera forca
motriz suficiente para a entrada de célcio na matriz mitocondrial a partir do citosol.
Este mecanismo se faz por meio do canal uniporter na membrana mitocondrial interna
(153).

Esta pesquisa mostrou que o potencial de membrana foi maior no grupo OQT,
e este maior potencial de membrana pode ser o responsavel pelo aumento da entrada
de calcio nas mitocondrias interfibrilares. Aléem disso, a maior quantidade de calcio na
matriz provavelmente ndo aumenta a producdo de NADH devido a diminuicdo da
atividade da citocromo C oxidase que foi relatado anteriormente em animais
orquiectomizados (149,

Outro importante achado do presente estudo € que apenas a subpopulacéao
IFM do grupo OQT apresentou maior resisténcia ao Ca?* em comparacdo com 0s
outros grupos estudados (SHAM e OQT+T). Por outro lado, as mitocondrias com altas
concentragcbes de célcio, se tornam edemaciadas e com vazamento de elétrons,
formando mais ROS. Assim, ocorre abertura do poro de transicdo da permeabilidade
mitocondrial (MPTP) que, apdés um excessivo acumulo de calcio na matriz, leva a
despolarizacdo mitocondrial, a cessacgéo da sintese de ATP e inibicdo da respiracao
(154, 155) ' Recentemente, a literatura mostrou outros componentes essenciais para a
formacdo da mPTP, tais como dimeros de FOF1 da ATP-sintase e ciclofilina D. Um
modo transiente (tPTP) também tem sido proposto €0,

Os resultados demonstraram que a deficiéncia de testosterona aumenta a
capacidade de retencdo ao calcio que foi mais pronunciado na subpopulag¢édo IFM no
grupo OQT. Uma possivel razao pode ser que o poro foi sensivel ao calcio e ao
estresse oxidativo ©6). As células sofrem um processo apoptético ao experimentar
danos mitocondriais que produzem liberacéo excessiva de calcio, hiperpolarizacédo do
potencial de membrana e aumento significativo na producdo de ROS (%6), Tem sido
demonstrado que a testosterona detém a capacidade de minimizar estes processos
de stress oxidativo durante a lesdo causada por superdxido @57), Entretanto, outros
estudos reportam que a testosterona pode aumentar a abertura do poro de transicéo
da permeabilidade mitocondrial (mPTP), devido a formagédo de ROS na mitocondria
(158) Qutra explicacéo poderia ser o transporte do calcio para a matriz mitocondrial. O
Ca?* mitocondrial é absorvido através do canal mitocondrial uniporter (MCU) (59, A
deficiéncia de testosterona afeta tanto as mitocondrias como o calcio mioplasmatico,

sugerindo a interagéo entre estes dois locais intracelulares. Estas mudangas afetam
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a contracdo do miocéardio, comprometendo o desempenho cardiaco especialmente
em pacientes com insuficiéncia cardiaca. Portanto, a deficiéncia de testosterona
causa diminuicéo: do influxo de Ca?* transarcolemal por meio do canal de calcio tipo
“L"; da recaptacdo do Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico (SR). A membrana celular
sob estimulacéo, libera menos Ca?* pelo RS e, consequentemente, ocorre reducdo da
forca contratil.

A alta producédo de ROS pelos complexos pode inativar diretamente proteinas
mitocondriais e/ou contribuir para a oxidacdo de lipideos e carboidratos, produzindo
disfuncdo mitocondrial *69, De modo inverso, a toxicidade das ROS pode ser
atenuada pelos antioxidantes na matriz mitocondrial, tais como a glutationa e a
superéxido dismutase (SOD) que promovem um mecanismo de “defesa celular”. O
superoéxido dismutase (SOD), catalisa a reacao do anion superoxido (O27) em peréxido
de hidrogénio (H2032), reacéo esta de extrema importancia para o balanco estresse
oxidativo mitocondrial (61, A mitocondria participa efetivamente dos processos de
envelhecimento e morte celular programada (apoptose), por meio da producéo de
ROS. Lesbes celulares podem deflagrar sinais intracelulares com alteracdo na
concentracdo de Ca?*, causando modificagdes no interior da organela que podem
resultar na diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial. Consequentemente, a
abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mMPTP) resultando na
liberacéo do citocromo C para o citosol (162, 163),

Alguns camundongos transgénicos que possuem aumento na abertura dos
mPTP apresentam fenétipo de envelhecimento acelerado, acompanhado de apoptose
e sarcopenia 1%, De modo inverso, sugere-se que um leve desacoplamento da
membrana mitocondrial pode otimizar a funcdo da organela em diferentes tecidos,
com diminuicdo de ROS e aumento nas taxas respiratérias (165166)  |mportantes
publicacdes tém evidenciado o agravamento de doencas neurodegenerativas, como
o Alzheimer e o Parkinson devido a disfuncdo mitocondrial 167.168) Esta disfuncéo
mitocondrial também piora os portadores de insuficiéncia cardiaca (115 169-171),

Esta pesquisa analisou o impacto da testosterona sobre a funcdo mitocondrial
em modelo animal, mostrando dados consistentes sobre as alteracdes estruturais e
funcionais das subpopulacdes mitocondriais. Os animais foram privados de
testosterona por remocéo dos testiculos e outros animais receberam reposicao de
testosterona sintética em concentracdes semelhantes as encontradas em condicoes

fisiologicas. A acdo da testosterona na mitocondria interfibrilar pode interferir
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diretamente na funcdo contratil cardiaca devido a reducdo da producdo do ATP
prejudicando a via de acoplamento de excitacdo-contracdo do midcito ©). O
prolongamento do potencial de acdo observados em gonadectomizados pode retardar
a libertacdo de Ca?* pelo SR, aumentando o periodo da contracédo e relaxamento do
midcito . Assim, o prolongamento do potencial de acdo pode ajudar a explicar o
tempo de relaxamento prolongado observado nos coragbes de animais
gonadectomizados ©@. A influéncia da testosterona na acdo do Ca?* celular € iniciada
quando este ion entra na célula através dos canais de Ca?* tipo “L” durante a fase 2
do potencial de acdo ©. Isto sugere que os animais gonadectomizados apresentaram
reducdo do influxo de Ca?* no midcito, interferindo no fluxo idnico transarcolemal, com
efeitos importantes sobre a contratilidade cardiaca ©. Além disso, a testosterona inibe
a fosfodiesterase e aumenta os niveis de AMPc nos atrios e ventriculos de ratos (172,

A diminui¢cdo no numero de cardiomiocitos tem sido mostrado como um fator
importante na patogénese da insuficiéncia cardiaca (IC) 73, As alteracdes funcionais
e estruturais na ultraestrutura responsaveis pela sintese de ATP produzem impacto
sobre as organelas por fissdo mitocondrial e diminuicdo na producédo de ATP (173),
Frequentemente, deficiéncia de testosterona esta relacionada com a diminuicdo da
tolerancia ao exercicio, podendo exacerbar o0s sintomas em pacientes com
insuficiéncia cardiaca 74, O declinio dos niveis séricos da testosterona contribui para
a piora sintomatica na insuficiéncia cardiaca sendo que seus aspectos fisiologicos
ainda néo foram devidamente elucidados 7). Em homens com insuficiéncia cardiaca,
a elevacdo dos niveis de testosterona como terapia de reposicdo € um importante
preditor para o aumento do consumo maximo de oxigénio (VO2) em testes
ergométricos 175, A administracio intravenosa de testosterona aumenta agudamente
o débito cardiaco e reduz a resisténcia vascular periférica @7617), Os resultados da
presente investigagdo mostraram que a deficiéncia de testosterona, ao longo de 12
semanas, afetou de forma diferenciada a subpopulacdo mitocondrial interfibrilar sem
influenciar a subsarcolemal. A reposicdo hormonal se mostrou eficaz para restaurar a
funcdo mitocondrial.

Por fim, esta pesquisa trouxe informacdes sobre como a deficiéncia e a
reposicao de testosterona afeta diferentemente as subpopulagdes mitocondriais no
cardiomidcito. Porém, sdo necessarias outras pesquisas para ampliar o conhecimento
sobre este tema e sua influéncia em relacdo as alteracdes estruturais e funcionais das

subpopulacdes mitocondriais. A inter-relacdo entre a queda de testosterona e a
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disfungéo mitocondrial pode contribuir para um melhor entendimento das patologias

gue envolvem a contratilidade cardiaca.
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6 CONCLUSAO

Evidenciou-se que houve diferencas especificas nas subpopulacbes
mitocondriais subsarcolemais e interfibrilares cardiacas, como resultado da deficiéncia
de testosterona apds 12 semanas. A diferenca ocorreu na subpopulagdo mitocondrial
interfibrilar onde observou-se alteracdo no potencial de membrana, tamanho e
complexidade interna assim como também na fosforilacdo oxidativa além de
apresentar maior capacidade de retencao de célcio. Consequentemente, as proteinas
mitocondriais dos animais orquiectomizados sdo mais suscetiveis a abertura de poro
de transicdo de permeabilidade. Entretanto, a reposicdo hormonal se mostrou eficaz

para restaurar toda estrutura e funcéo mitocondrial.
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