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RESUMO

A testosterona desempenha um papel importante na funcao cardiaca e no funcionamente
do sistema cardiovascular. Esta fungéo pode ser realizada de forma direta, com a acgéo
direta no cardiomiécito e nos vasos sanguineos, ou também, via ativacdo do sistema
renina angiontensina aldosterona (SRAA). Portanto, o comprometimento em sua
producédo, cenario comum em homens de meia idade, é caracterizado como um fator de
risco para doencga cardiovascular, como a redugdo da contratilidade miocardica.
Considerando a importante relacao deficiéncia de testosterona e alteracdo da atividade
do SRAA o objetivo foi investigar os efeitos do tratamento com telmisartan por 8 semanas
na contratilidade de musculos papilares de ratos SHR OQT, evidenciado o papel desse
farmaco na cinética do célcio. Para isso, os animais SHR foram divididos em 5 grupos:
grupo controle (Sham), orquiectomizados (OQT), tratados com o veiculo,
orquiectomizados tratados com telmisartan (OQT + Tel), orquiectomizados tratados com
telmisartan mais antagonista do PPAR-y (OQT + Tel + BADGE) e orquiectomizados
tratados com hidralazina (OQT + Hidra). O grupo OQT apresentou reducao da forca de
contracdo dos musculos papilares, que foi prevenida pelo tratamento com telmisartan e
telminasrtan + BADGE, de maneira similar. A resposta inotropica ao calcio, bem como a
ativacdo beta adrenérgica, também foi reduzida no grupo OQT e prevenidas pelo
tratamento com telmisartan. Cabe destacar que o o tratamento com telmisartan + BAGDE
apresentou aumento da resposta inotropica ao célcio, bem como a ativacdo beta
adrenérgica quando comparado com grupo OQT tratado com telmisartan. As contracées
obtidas ap6s pausa de 10 minutos da estimulacdo elétrica (pos rest contraction, PRC),
gue avalia indiretamente o influxo transarcolemal, foram similares em papilares isolados
de animais OQT e SHAM. No entanto, essa resposta aumentou grupo OQT tratado com
telmisartan e no grupo OQT tratado com telmisartan e BADGE, sendo ainda maior neste
altimo grupo, sugerindo que o tratamento com telmisartan foi capaz de aumentar o fluxo
de calcio transarcolemal, independente da presenca de orquiectomia. Além disso, esses
resultados sugerem que quando o efeito do telmisartan € somente no bloqueio dos
receptores AT1 a melhora da forga € ainda maior. Um aumento da expressdo da
SERCA2a e do NCX foi observado no grupo OQT quando comparado ao SHAM, os quais
foram prevenidos pelo tratamento com telmisartan. Além disso, o tratamento co
telmisartam + BADGE preveniu o aumento da expressao da SERCA2a observada no
grupo OQT, sem alterar o aumento da expressao de NCX evidenciado no grupo OQT. A

expressao proteica do PLB né&o foi alterada no grupo OQT, mas o tratamento com



telmisartan reduziu a expressao desta proteina e a associagao de telmisartan + BADGE
produziu uma reducdo ainda maior, comparado aos demais grupos. No entanto, a
expressdo do PLB fosforilado foi similar em todos os grupos estudados. A expressao
protéica do receptor AT1 nao foi alterada pela OQT mas aumentou apos tratamento com
telmisartan. Juntos, os dados do presente estudo demonstram que a orquiectomia em
animais hipertensos reduz a contratilidade de musculos papilares, e o tratamento com
um antagonista dos receptores SRA e agonista parcial do PPARYy (telmisartan) previne o
comprometimento da resposta ao calcio e a resposta beta adrenérgicas observado nos
ratos OQT, impedindo a queda da forca de contracdo observada. Além disso, sugere-se
que a ativacdo do PPAR-y pelo telmisartan atenua o influxo de calcio transarcolemal
impedindo uma possivel sobrecarga de calcio decorrente de um efeito exclusivo do

telmisartan no antagonismo dos receptores AT1.

Palavras chaves: Contratilidade miocéardica; Sistema renina angiotensina; PPAR Gama,

musculos papilares.



ABSTRACT

Testosterone plays an important role in cardiac function and in the functioning of the
cardiovascular system. This function can be performed directly, with direct action on the
cardiomyocyte and blood vessels, or also, via activation of the RAAS. Therefore, the
compromise in its production, a common scenario in middle-aged men, is characterized
as a risk factor for cardiovascular disease, such as the reduction of myocardial
contractility. Considering the important relation testosterone deficiency and alteration of
the activity of the RAAS, the objective was to investigate the effects of the treatment with
telmisartan for 8 weeks on the contractility of papillary muscles of SHR OQT rats,
evidenced the role of this drug in the kinetics of calcium. For this, SHR animals were
divided into 5 groups: control group (Sham), orchiectomized (OQT) treated with vehicle,
treated with telmisartan (OQT + Tel), orchiectomy treated with telmisartan plus PPAR-y
antagonist (OQT + Tel + BADGE) and orchiectomized rats treated with hydralazine (OQT
+ Hydra). OQT group showed a reduction in the contraction force of the papillary muscles
that was prevented by the treatment with telmisartan and telmisartan + BADGE, similarly.
Calcium inotropic response, as well as beta-adrenergic activation, were also reduced in
the OQT group and prevented by treatment with telmisartan. It important to be noted that
the treatment with telmisartan + BAGDE showed increased in the calcium inotropic
response as well as in the beta adrenergic activation when compared to telmisartan
treated OQT group. The contractions obtained after a 10-minute pause of electrical
stimulation (PRC), which indirectly evaluates transarcolemal calcium inflow, were similar
in papillary of OQT and SHAM rats. However, this response increased in the telmisartan-
treated OQT group and in the OQT group treated with telmisartan and BADGE, and was
even higher in the latter group, suggesting that telmisartan treatment was able to increase
trans-sarcolemmal calcium influx, regardless of the presence of telmisartan. orchiectomy.
In addition, these results suggest that when the effect of telmisartan is only occur in AT 1
receptor blockade the strength improvement is even greater. An increase in the
expression of SERCA2a and NCX was observed in the OQT group when compared to
SHAM, which was prevented by treatment with telmisartan. In addition, treatment with
telmisartan + BADGE prevented the increase of SERCA2a expression observed in the
OQT group, without altering the increase of NCX expression evidenced in the OQT group.

Protein expression of PLB was not altered in the OQT group, but treatment with



telmisartan reduced the expression of this protein and the association of telmisartan +
BADGE produced an even greater reduction compared to the other groups. However, the
expression of the phosphorylated PLB was similar in all groups studied. The AT1 receptor
protein expression was not altered by OQT but reduced after telmisartan treatment.
Together, our results demonstrate that orchiectomy in hypertensive animals reduces
contractility of papillary muscles, and the treatment with an SRAA receptor antagonist and
PPARYy partial agonist (telmisartan) prevents the impairment of calcium response and beta
adrenergic response observed in OQT rats, preventing the reduced of contraction force.
In addition, it is suggested that the activation of PPAR-y by telmisartan attenuates the
transarcolemal calcium influx preventing a possible calcium overload due to an exclusive

effect of telmisartan on AT1 receptor antagonism.

Keyword: Testosterone; Myocardial contractility; Renin angiotensin system; PPAR

Gama,; papillary muscles.



1. INTRODUCAO

A testosterona € o principal horménio masculino, responsavel por grandes
diferencas entre homens e mulheres. A testosterona tem um grande impacto na
morfologia, psicologia do individuo, na reproducdo e na sociedade. Esse hormdnio ndo
apenas controla o desenvolvimento das caracteristicas sexuais do homem e as func¢des
de reproducdo como também desempenha papel determinante na sua saide como um
todo.(AYAZ; HOWLETT, 2015).

A testosterona € produzida principalmente pelos testiculos nos homens, embora
também possa ser produzida pelas glandulas supra-renais e outros locais, como tecido
adiposo (BHASIN et al., 2010; SCHOCK et al., 2006). E responséavel pela descida dos
testiculos para o escroto e desenvolvimento do sistema reprodutivo no feto, determinacéo
de caracteristicas sexuais secundarias masculinas e producdo de espermatozoides
(HORSTMAN et al., 2012; JARRAR et al., 2000).

Nos homens a biossintese de testosterona é controlada pelo eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal (JONES; HUGH JONES; CHANNER, 2004). A sequéncia inicial é a
producéo e secrecdo do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelos neurdnios
hipotalamicos (NAHRENDORF, 2003). Na glandula pituitaria anterior esse horménio
estimula a sintese e a secrecao do hormonio luteinizante (LH) na circulacdo (CAVASIN
et al., 2003; JONES; HUGH JONES; CHANNER, 2004). O LH liga-se aos receptores de
LH nas células de Leydig, promovendo o transporte de colesterol para a mitocéndria e,
assim, aumentam a ativacao transcricional de enzimas que codificam genes importantes
na biossintese de testosterona (CREDIT et al., 2002a). Essa funcdo € exercida via
ativacdo de uma proteina G (Gs) com posterior ativacdo da via AMPc/proteina quinase A
(PKA). Os niveis de testosterona em circulacédo sao regulados através de um mecanismo
de feedback negativo que bloqueia a liberagcdo de GnRH e LH em decorréncia de niveis
de testosterona elevados. Com a reducédo dos niveis séricos de testosterona o colesterol
nas células de Leydig € entdo transportado para a membrana mitocondrial interna
conjuntamente com a proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR) (BARP et al.,
2002). Ja presente na porcao interna da mitocondria a cadeia lateral do colesterol é
clivada pela enzima citocromo P450 (CYP) também conhecida como CYP11A1l gerando
a pregnenolona (BARP et al., 2002). Quando a pregnenolona é formada, ela se difunde
para o reticulo endoplasmatico, onde a biossintese da testosterona prossegue através

das vias A* e A®. Por Ultimo, parte da testosterona produzida é transformada no
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andrégeno, di-hidrotestosterona (DHT) mais potente, pela 5a-redutase (SIWIK;
PAGANO; COLUCCI, 2001).

No sangue, a testosterona existe tanto na forma livre como ligada a proteinas
(JUUL; SKAKKEBAEK, 2002). A porcao maior (60%) da testosterona é transportada pela
maior proteina responsavel pelo transporte de testosterona, a globulina ligadora de
hormonas sexuais (SHBG), sendo a outra porcéo restante ligada a albumina (38%), e na
forma livre pela circulacdo (2%), sendo capaz de entrar nas células e exercer 0s seus
efeitos (KARILA, 2003). A testosterona age entéo atravessando a membrana plasmatica
e ligando-se a receptores citoplasmaticos proprios para entéo iniciar reacdes quimicas
em cascata no citosol por meio de proteinas (POCOCK G, 2006). A ligagdo dos
receptores com o horménio, atua no nucleo proporcionando a sintese de mRNA e no
citosol possibilitando sintese de proteinas envolvidos na acdo hormonal.

Os receptores androgénicos estao presentes em Varios orgdos como, figado, rim,
cérebro, musculo esquelético, coracdo, e em células endoteliais e células musculares
lisas, assegurando aos androgenos a capacidade de modular a funcdo de uma variedade
de tecidos. A producdo da testosterona nos homens comeca no Utero, aumenta
ativamente na puberdade e decai com o avancar da idade (GOLDEN et al., 2004a;
HORSTMAN et al., 2012). Com o envelhecimento ocorre diminuicdo gradativa na
concentracdo sérica dos hormonios sexuais masculinos, sendo que nas faixas etarias
mais avancadas a testosterona é reduzida em, aproximadamente, 20% dos individuos
(MORALES; HEATON; CARSON, 2000). A deficiéncia na sintese da testosterona, tem
sido definida como uma variedade de sinais e sintomas especificos que inclui: prejuizo
no desenvolvimento sexual, disfuncdo sexual, ginecomastia, atrofia testicular,
infertilidade e fraturas ésseas, problemas de atencao, sono, e humor depressivo (BHASIN
et al., 2010). Esse prejuizo na producédo da testosterona dependente da idade nédo se
limita aos humanos, como também é constatado em ratos e camundongos mais velhos
(acima de 20 meses de idade) em conjunto com uma queda na fertilidade (JAMES,
Andrew F; CHOISY; HANCOX, 2007; JONES et al., 2002).
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1.1 Testosterona e o sistema cardiovascular.

A presenca dos receptores androgénicos em orgaos do sistema cardiovascular
mostra que a testosterona possui a capacidade de modular a funcédo desse sistema. Os
hormoénios esteroides atuam no sistema cardiovascular por meio de mecanismo
gendmico e por meio de acoplamentos com receptores citoplasméticos e de membrana,
promovendo varias alteracfes a nivel membranar e modulando a sinalizacdo celular
(GOLDEN et al., 2004a). A ativacdo das vias ndo genémicas no sistema cardiovascular
€ responsavel pelas respostas rapidas dos androgénicos presentes nesse sistema
(MALKIN et al., 2004). Um exemplo é o efeito da testosterona no rapido relaxamento das
grandes artérias e nas artérias de resisténcia pela inibicdo do canal de célcio tipo L e
ativacdo dos canais do K no musculo liso (RAMBOURG; SEGRETAIN, 1980).

A deficiéncia de testosterona pode ocasionar reducdo no trofismo cardiaco,
diminuicdo da expresséo de receptores androgénicos, canais de ions Na*/Ca?*, canais
de calcio de tipo “L”, canais de K, receptores 31- adrenérgicos (GOLDEN et al., 2003;
GOLDEN; MARSH; JIANG, 2002; JAMES, Andrew F; CHOISY; HANCOX, 2007),
mudancas nas proporcdes das subunidades das cadeias pesadas de miosina (MHC)
(GOLDEN et al., 2004a) e disfuncao diastdlica e sistélica (SCHAIBLE et al., 1984), com
implicacbes importantes na contratilidade miocardica e na atividade elétrica do coracao
(BIDOGGIA et al., 2000). Outrossim, estudo mostra a relacédo entre o tratamento com
testosterona e uma diminuicdo da formacao de placas ateroscleréticas na aorta de ratos
(HAYWARD; KELLY; COLLINS, 2000). Além disso, estudos em animais mostraram que
a testosterona pode induzir relaxamento do musculo liso vascular por mecanismos
dependentes e independentes do endotélio (CHOU et al., 1996; YUE et al., 1995). Os
efeitos da testosterona ainda incluem a reducao de isquemia ao esforco quando aplicada
agudamente em humanos com doenca coronariana prévia (ENGLISH et al., 2000),
prevencdo do remodelamento miocéardico patolégico em modelos experimentais
(NAHRENDORF, 2003) e propriedades anti-inflamatoérias (CREDIT et al., 2002a) e
antioxidantes (BARP et al., 2002) pela diminuig&o citocinas pro-inflamatdrio no miocardio
(CREDIT et al., 2002a) e aumento de superoxido dismutase cardiaca (um importante
elemento do sistema antioxidante celular) (BARP et al., 2002). No entanto, estudos ja
comprovam uma importante relagao da testosterona com o aparecimento da hipertenséo,
principal fator de risco para as doencgas cardiovasculares. Esses estudos ja demonstram
que a pressao arterial € maior em homens do que em mulheres da mesma idade, e que

a manifestacdo da hipertensdo € mais rapida, podendo ser mais grave em homens
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comparado com as mulheres (KOTCHEN; MCKEAN; KOTCHEN, 1982; REGITZ-
ZAGROSEK et al., 2010).

1.1.1 Hipertensao arterial.

De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertenséo (2010), a hipertenséo arterial
(HA) € uma doenca cronica, poligénica e de causas multifatoriais, com acometimentos
funcionais, estruturais e metabolicos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO
(SBH), 2010). E um dos maiores problemas de satde publica da atualidade, afetando
mais de 75 milhdes de pessoas. (Center for Disease Control, 2017). Desses hipertensos
cerca de 50% estéo entre as idades de 60 e 69 anos (DOREA, E.L.; LOTUFO, 2004).

A HA é um dos principais fatores de risco para as doencas cardiovasculares como
o infarto do miocéardio, acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca congestiva,
doenca renal terminal e doenca vascular periférica (FIEBACH et al., 1989; MACMAHON
et al., 1990; STAMLER; STAMLER; NEATON, 1993; WHELTON et al., 1992; WHELTON
PK, 1994), que nos ultimos dez anos representaram as principais causas de mortalidade
em todo o mundo (PEREIRA et al., 2009). No Brasil, aproximadamente 28% dos mortes
sdo decorrentes de doencgas cardiovasculares.(V DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO ARTERIAL, 2006). Fatores como a idade, sexo, raca, sobrepeso ou
obesidade e praticas pouco saudaveis como sedentarismo, consumo excessivo de
bebidas alcodlicas, tabagismo e consumo exagerado de sal podem contribuir para o
aparecimento dessa doenca (NATIONAL HEART, LUNG, 2015).

Pacientes hipertensos podem apresentar modificacBes estruturais e funcionais
cardiacas, como hipertrofia e disfuncéo sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo,
prejuizo da capacidade de reserva sanguinea coronariana, aumento do atrio e da aorta,
repolarizacao ventricular prolongada e arritmias (LEONETTI; CUSPIDI, 1995; MITCHELL
et al., 2007; SEGA et al., 2001).

1.1.2 Deficiéncia de testosterona e hipertenséao arterial

A deficiéncia de testosterona normalmente decorre na meia idade e em homens
mais velhos (DARIUSH MOZAFFARIAN et al., 2016). Ela pode acontecer também, em
homens mais jovens com desordem hipofise-hipotalamo ou testiculares (YEAP, 2010).
Tal deficiéncia vém acompanhada de varios sinais e sintomas especificos, como citados

anterior.
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Estudos epidemioldgicos e clinicos demonstraram um papel importante do sexo na
fisiopatologia da hipertenséo e da hipertrofia cardiaca. Um exemplo disso, sdo estudos
gue mostram que a ocorréncia e a gravidade da hipertenséo tém se revelado maiores em
homens do que em mulheres na pré-menopausa (KOTCHEN; MCKEAN; KOTCHEN,
1982; REGITZ-ZAGROSEK et al., 2010). Além disso, foram demonstradas diferencas
sexuais na hipertensdo e hipertrofia cardiaca em modelos genéticos e induzidos,
incluindo ratos sensiveis ao sal de Dahl (DS) (ROWLAND; FREGLY, 1992), hipertensao
do acetato de desoxicorticosterona (CROFTON; SHARE, 1997), ratos espontaneamente
hipertensos (RECKELHOFF, 2001), dois rins um clip (HAYWOOD JR, 1997) e
hipertensdo programada no Uutero (GRIGORE; OJEDA; ALEXANDER, 2008;
SATHISHKUMAR et al., 2012). Nestes animais, a hipertensdo desenvolveu-se mais
rapida e mais séria em machos comparados com ratos fémeas.

Segundo NHANES Ill, Terceiro Levantamento Nacional de Avaliacdo de Saude e
Nutricdo, os homens tém pressao arterial mais elevada do que as mulheres até a meia
idade. Em um outro estudo realizado por Wiinberg e colaboradores, 1995, foi
demonstrado que a pressao sanguinea aumenta com o envelhecimento tanto em homens
quanto em mulheres, porém os homens apresentaram médias mais altas de pressao
arterial diaria, aproximadamente 6 a 10 mm Hg, do que as mulheres, até a idade de 70 a
79 anos, quando a pressao arterial era idéntica para homens e mulheres (WIINBERG et
al.,, 1995). Este estudo foi realizado em 352 homens e mulheres normotensas
dinamarqueses, com idade entre 20 a 79 anos. Khoury e colaboradores, 1992, também
demonstram em uma monitorizagdo ambulatorial da presséo arterial em 131 homens e
mulheres, com idades entre 50 e 60 anos, que 0s homens possuem a pressao arterial
mais alta do que as mulheres (KHOURY et al.,, 1992). Ademais, Anastos K e
colaboradores, 1991, demonstram ainda que a incidéncia de hipertensédo nado controlada
também é maior em homens que em mulheres (ANASTOS et al., 1991). As diferencas
relacionadas ao sexo na pressdo arterial em seres humanos também foram
documentadas em varios modelos animais. Em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR), por exemplo, ratos machos tém a pressao arterial maior do que ratas de idade
similares (GANTEN U, SCHRODER G, WITT M, ZIMMERMAN F, GANTEN D, 1989;
MASUBUCHI et al., 1982).

Apesar dos mecanismos responsaveis pelas diferencas de sexo no controle da
pressao arterial ndo sejam claros, ha indicios consideraveis de que andrégenos, como a
testosterona, exercem um papel relevante nas diferencas associadas ao sexo na

regulacédo da presséo arterial. Um desses indicios veio de estudos empregando técnicas
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de monitorizagdo ambulatorial da presséo arterial em criangas. Esses estudos
demonstram que com o aumento da idade, a pressao arterial aumenta de igual forma
tanto em meninos quanto em meninas. No entanto, ap0s o inicio da puberdade, os
meninos tém pressao arterial mais alta do que as meninas da mesma idade (BACHMANN
etal., 1987; HARSHFIELD et al., 1994). Na faixa etaria de 13 a 15 anos, a presséo arterial
sistdlica foi de aproximadamente 4 mmHg maior nos meninos do que nas meninas e,
entre 16 e 18 anos, 0s meninos possuiram pressodes sistdlicas mais elevadas que as
meninas de 10 a 14 mmHg. Esses dados salientam que na adolescéncia e na puberdade,
quando os niveis de andrégenos estdo elevados, a pressao arterial € maior nos meninos
do que nas meninas.

Outras evidéncias de que a testosterona pode desempenhar um papel importante
na hipertensdo nos homens, vieram de estudos que demonstram o efeito da deficiéncia
da testosterona, pela castracdo de animais e também pelo aumento nos niveis de
testosterona mediante algumas condi¢des fisiopatoldgicas ou tratamento de testosterona
exdgena crbnica. Estes estudos demonstraram que a castracdo em idade jovem (3 a5
semanas) atenua o desenvolvimento de hipertensdo em SHR e em ratos submetidos a
manobra de 2 rins 1 clipe (CHEN; MENG, 1991; GANTEN U, SCHRODER G, WITT M,
ZIMMERMAN F, GANTEN D, 1989; IAMS; WEXLER, 1977; MALYUSZ; EHRENS;
WRIGGE, 1985; MASUBUCHI et al., 1982; ROWLAND; FREGLY, 1992).

Da mesma forma, outros estudos demonstram que o aumento de testosterona
atestado em situacBes como ovario policistico e tumores virilizantes na adrenal é capaz
de provocar hipertensdao em mulheres (MATTSSON et al., 1984; SORANNO D, PRASAD
V, OBERFIELD DR, GRECO A, SIVARAMAN N, 1999). Além disso, o tratamento com
testosterona crénica de ratos normotensos e com doenca renal aumenta a pressao
arterial, o que néo foi reversivel, dependendo do tempo de duracéo da testosterona dada,
demonstrando assim que, aumentos nos andrégenos em humanos e em ratos
normotensos e hipertensos levam a uma presséo arterial mais alta (COLBY; SKELTON,;
BROWNIE, 1970; OUDAR et al., 1991). Outrossim, estudos mostram que a testosterona
possui efeito sobre a relagéo presséo-natriurese. A relacdo pressdo-natriurese refere-se
ao fato de que o aumento da pressdo arterial promove um aumento acentuado na
excrecao de sodio pelos rins. Em situacdes como, aumento de longo prazo na pressao
arterial ou hipertensdo ocorre como resultado uma reducédo na funcao excretora renal ou
uma atenuacao na relacdo presséo-natriurese, o que culmina com uma retencéo de sodio
com implicagdes importantes na volemia (HALL JE, BRANDS MJ, 1999; HALL JE,
GUYTON AC, 1995). Um desses estudo que criam evidéncias que a testosterona possui
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efeito sobre a pressao-natriurese foi realizado por Curtis e colaboradores, 1983, que
demonstraram que a presséao arterial retorna ao normal em pacientes hipertensos que
recebem rins de dadores normotensos, 0 que indica que rins de hipertensos possuem
alteracbes que podem desempenhar um papel determinante na patogénese da
hipertensdo. Ja o estudo de Reckelhoff JF e colaboradores, 1998, demonstraram que a
relagdo pressao-natriurese é diminuida em ratos SHR machos comparados com fémeas
(RECKELHOFF; ZHANG; GRANGER, 1998). Neste mesmo estudo a castracdo dos SHR
machos restaurou a relacdo pressao-natriurese, enquanto a ovariectomia de SHR nao
teve esse efeito. Nesse estudo foi demonstrado de forma semelhante que o tratamento
de SHR fémeas ovariectomizadas com testosterona resultou em um aumento nos niveis
pressoéricos e uma concomitante reducdo da relacéo pressao-natriurese. Tendo em conta
gue ja foi constatado a presenca dos receptores androgénico nos segmentos tubulares
proximais do néfron, esse estudo reforca a ideia de que o0s andrégenos podem ter um
efeito direto sobre a reabsorcdo de sédio (HENNINGTON BS, HENEGAR L, SINNING
AR, GRANGER JP, 1997). E ainda cria mais evidéncia que a testosterona seja o fator
decisivo dos machos apresentatem uma relacao pressao-natriurese diminuida e maiores
valores de pressao sanguinea.

O desenvolvimento da hipertensao € complexo e esta associado a alteracdo de uma
ampla gama de sistemas. Entretanto, algumas linhas de evidéncia sugerem que a
ativacdo do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) desempenha um papel
importante na génese e manutencdo da hipertensdo arterial essencial (HALL JE,
BRANDS MJ, 1999; HALL JE, GUYTON AC, 1995; JAMES, G D et al., 1986;
RAJAGOPALAN et al., 1996). O papel do sistema SRAA a nivel cardiovascular e renal &
mediado pela producdo ou ativacao de diversos fatores de crescimento e substancias
vasoativas, acarretando vasoconstriccdo e hipertrofia celular (VALLOTTON MB., 1987).
Trabalhos da literatura ja demonstram uma relacdo entre horménios sexuais e sua
interacdo com o SRA na regulacdo da funcédo cardiovascular e pressdo arterial
(KOMUKAI; MOCHIZUKI; YOSHIMURA, 2010; OS et al., 2008).

Assim, para maior compreensdo das relacbes entre SRAA e testosterona, uma
breve explicacdo sobre a ativacdo e mecanismos de acdo deste sistema se faz

necessario.

1.2 Sistema Renina-Angiotensina
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Um dos mecanismos de controle da presséo arterial € a acdo do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA), que teve seu mecanismo fisiologico melhor
compreendido nos ultimos vinte anos em situagdes fisiopatologicas como a hipertensao
(BARRETOS-CHAVES MLM, 2012; SHAH et al., 2001).

A via classica de acdo do SRAA se inicia com a sintese da renina nas células
justaglomerulares renais e secretadas para a circulagdo sistémica em resposta a
estimulos como queda da pressao de perfusdo na arteriola aferente renal, diminuicdo da
liberacdo de cloreto de sodio para as células da macula densa e estimulo beta-
adrenérgico (SHAH et al., 2001).

Quando liberada para a circulagdo, a renina converte o0 angiotensinogénio,
produzido principalmente nos hepatécitos, em angiotensina | na circulagcdo sanguinea.
Em seguida, um novo compenente deste sistema, a Enzima Conversora de Angiotenina
(ECA) metaboliza a angiotensina | em angiotensina Il (Angio Il), o principal hormonio
deste sistema. A ECA é expressa amplamente nas membranas das células endoteliais
pulmonares e o produto de sua acdo, a Angio Il é responsavel por todos os efeitos
periféricos associados ao sistema classico (BARRETOS-CHAVES MLM, 2012). Dentre
esses efeitos, destacam-se a vasoconstricao (0 qual constitui-se na agdo aguda da Ang
II), aumento da reabsorcdo de sodio pelos rins (efeito mediado tanto por acao direta,
como indiretamente através da liberacao de aldosterona), proliferacéo celular e hipertrofia
vascular, participando, portanto, da regulacdo da presséo arterial, funcdo cardiaca e
vascular. Todas essas ac¢des sdo mediadas, principalmente, a partir da ligagdo da Ang Il
ao receptor AT1 (AT1R), acoplado a proteina G (DE GASPARO et al., 2000). No entanto,
também € importante destacar que outro receptor, AT2 (AT2R), também pode mediar
algumas acoes induzidas pela Ang Il. O AT2R é expresso durante o desenvolvimento
fetal, porém drasticamente reduzido apdés o nhascimento. Portanto, em condicdes
fisiologicas, a Ang Il age, preferencialmente, em AT1R.

A via de acdo classica tem sido o foco para a utilizacdo de duas classes de
medicamentos empregados amplamente no controle de doencas cardiovasculares como
a hipertensao arterial, insuficiéncia cardiaca e hipertrofia cardiaca: os inibidores da ECA
e 0s antagonistas especificos do receptor AT1.

Além deste mecanismo de formac&o de componentes e estimulos, existe uma via
ndo classica de acdo do SRAA com componentes que apresentam, em muitas vezes,
funcgdes fisiologicas antagbnicas aos efeitos da Angio Il. Um dos componentes dessa via
nao classica é a ECA 2, que degrada a Angio | em Angio (1-9) e a Angio Il em Angio (1-
7) (LOOT et al., 2002). A Angio (1-7) possui um receptor acoplado a proteina G, o receptor
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MAS, descrito no inicio do século XXI e que se encontra expresso nos rins, coracao e
vasos, no cérebro e nos testiculos. Esse receptor parece agir de forma similar a do
receptor AT2 da Angio Il, desempenhando efeitos contrarios a proliferacdo celular e,
principalmente, de vasodilatacdo (BROSNIHAN; LI; FERRARIO, 1996; LOOT et al.,
2002).

Ademais, embora os componentes do SRA circulantes possam ser absorvidos pelos
tecidos, em alguns locais como glandulas adrenais, rins, coragao, vasos e cérebro ocorre
a sintese de Angio I, configurando o SRA local ou tecidual. O SRA é caracterizado pela
presenca de componentes necessario a sintese de Angio Il, até receptores e proteinas
sinalizadoras que medeiam as acdes intracelulares (GRIENDLING; MURPHY;
ALEXANDER, 1993). O SRA tecidual desempenha um papel importante em algumas
condicBes patoldgicas, ja que a Angio Il gerada intracelularmente, além de contribuir para
0S seus niveis extracelulares ou teciduais, age de maneira paracrina e/ou autdcrina.

A ativacdo do SRAA tem participacdo no remodelamento estrutural e funcional do
coracdo (PENDERGRASS et al., 2008). A Ang Il atua sobre os receptores AT1, que
ativam a cascata da MAP Quinase, aumentando a sintese proteica no miocitos e
promovendo o crescimento celular (hipertrofia miocardica). A angiotensina Il, também
leva a producdo de colageno e fibrose intersticial via ativacdo de TGF-beta e ativa as
Matrix metalloproteinases (MMPs), que desfazem as pontes cruzadas entre as fibras de
colageno, alterando sua estutura e levando a dilatacdo miocardica (HEIN et al., 2003;
WOODIWISS et al., 2001).

Na hipertensédo, o SRAA pode apresentar sua atividade aumentada e estes efeitos
exarcebados, contribuindo para varias alteracdes funcionais e estruturais em Varios
orgaos-alvo. A angiotensina Il pode provocar dano vascular por induzir vasoconstricao,
proliferacédo e hipertrofia de células musculares lisas e inflamacao vascular, bem como
degradacéo da matriz extracelular (SANTOS; KRIEGER; PEREIRA, 2012; THIEME et al.,
2017). Muitos estudos demonstram também que niveis elevados circulantes e teciduais
de Ang Il sdo estimulos importantes para aumentar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e elevar a expressao de citocinas pré-inflamatdrias que potencializam o
estresse oxidativo e contribuem para o desenvolvimento e manutencao da hipertensao
(RAJAGOPALAN et al., 1996; SILVA et al., 2017; USHIO-FUKAI et al., 1996).

Por fim, a Angio Il estimula a sintese e secrecdo de aldosterona que também
apresenta um papel importante na inducdo de formacdo de colageno, fibrose e
remodelamento cardiaco (MIZUNO et al., 2001). Além disso, SRAA controla a fungéo e
morfologia cardiaca por meio da regulacdo na liberacdo de noradrenalina (NA) pelos
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terminais nervosos simpaticos (ESCHENHAGEN et al., 1992). Por conseguinte, a
hiperatividade do SRAA, observada em algumas fisiopatologias, pode resultar em uma
maior sintese e liberacdo de noradrenalina pelos terminais nervosos simpaticos. Esta
situacdo contribui para uma hiperatividade simpatica, que pode levar a aumento de
contratilidade observada, por exemplo, na hipertrofia cardiaca e hipertensdo (KAWAI et
al., 1999).

Como mencionado acima, o papel do sistema SRAA a nivel cardiovascular e renal
€ mediado pela producéo ou ativacdo de diversos fatores de crescimento e substancias
vasoativas, acarretando vasoconstriccédo e hipertrofia celular (VALLOTTON MB., 1987).
Trabalhos da literatura ja demonstram uma relacdo entre horménios sexuais e sua
interacdo com o SRA na regulacdo da funcdo cardiovascular e pressdo arterial
(KOMUKAI; MOCHIZUKI; YOSHIMURA, 2010; OS et al., 2008). Em um desses trabalhos
foi demonstrado que a atividade da renina plasmatica é maior em homens do que em
mulheres. Esse trabalho foi realizado em homens e mulheres num periodo de 9 anos,
onde foi constatado um aumento de 27% na atividade da renina plasmatica em homens
do que em mulheres, independentemente da idade e da heranca étnica (JAMES, G D et
al., 1986). Em um outro trabalho, Schunkert H e colaboradores 1997, demonstraram que
a atividade da renina plasmatica é maior em mulher pés-menopausa do que em mulher
na pré-menopausa, mas que ainda essa atividade da renina plasmatica € maior em
homens do que mulheres de idades semelhantes (SCHUNKERT H, DANSER AHJ,
HENSE H-W, DERKX FHM, KURZINGER S, 1997).

De igual forma, essa diferenca na atividade da renina plasméatica também foi
demonstrada em estudos com animais. J.F. Reckelhoff, L.A e colaboradores 2000,
demonstram em estudo que analisou o efeito do sexo na resposta ao tempol, um
mimético da SOD na presséo arterial de SHR, que atividade da renina plasméatica € maior
nos SHR macho do que as ratas SHR fémeas. Ainda nesse estudo, foi demonstrado que
o efeito do tempol na reducédo da pressédo arterial era maior nos machos do que nas
fémeas, fundamentando a participacéo do estresse oxidativo e 0 SRAA na mediacdo da
pressao arterial nos ratos SHR machos (RECKELHOFF JF, FORTEPIANI LA, ZHANG H,
SRIVASTAVA K, 2000). Katz FH e colaboradores 1997, demonstraram, igualmente, que
o tratamento com a testosterona em ratos Sprague-Dawley orquiectomizados pode
aumentar a atividade e a concentracdo da renina plasmatica (KATZ; ROPER, 1977).

Em estudo de Reckelhoff JF e colaboradores 1998, mostram que ha uma ligacéo
entre o nivel de testosterona sérica, atividade da renina plasmatica e a pressao arterial

em ratos Sprague-Dawley tratados cronicamente com doses crescentes de testosterona
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(RECKELHOFF; ZHANG; GRANGER, 1998). E por ultimo, Ellison KE e colaboradores
1989, demonstraram que ratos da linhagem WKY machos possuem mRNA renal do
angiotensinogénio maior do que WKY fémeas. Este estudo demonstrou que nos machos
WKY, o nivel de mRNA renal de angiotensinogénio diminuiu em 60% como resultado da
castracao e foi restaurado pela administracao de testosterona. Nos animais WKY fémeas
apesar da quantidade extremamente baixo de mMRNA de angiotensinogénio renal, o
tratamento com testosterona ocasionou um aumento nos nivel de expressao no rim que
foi anadlago ao do homem adulto (ELLISON et al., 1989). Esse mesmo comportamento
foi corroborado por Chen Y-F e colaboradores 1992, onde foi demonstrado que a pressao
arterial, a atividade da renina plasmatica e os niveis de mRNA do angiotensinogénio
hepatico foram maiores nos machos do que nas fémeas. A orquiectomia tardou o
desenvolvimento da hipertenséo e reduziu os niveis de renina plasmatica e de RNAmM do
angiotensinogénio renal e hepatico, e a reposi¢cdo de testosterona recuperou a renina
plasmatica e aumentou 0 RNAm do angiotensinogénio renal e hepético. A ovariectomia
nao alterou a pressao arterial ou a renina plasmatica, mas diminuiu a renina renal e o
MRNA do angiotensinogénio renal e hepatico, a testosterona aumentou a pressao
sanguinea, a renina plasmética, a renina renal e o RNAmM do angiotensinogénio, e os
niveis de RNAm do angiotensinogénio hepatico em fémeas ovariectomizadas (CHEN;
NAFTILAN; OPARIL, 1992). Além do mais, foi demonstrado que nos homens ha
predominéancia da expressdo dos componentes classicos do SRA Ang Il e AT1R e niveis
mais baixos de AT2R do que as mulheres (MISHRA; HANKINS; KUMAR, 2016;
SULLIVAN et al.,, 2010). Ha evidéncia de que na presenca da testosterona ha um
aumento da relacdo AT1R/AT2R com um aumento na expressao dos receptores AT1 e
uma reducédo na expressao dos AT2R (MISHRA; HANKINS; KUMAR, 2016).

Assim sendo, esses estudos criam mais evidéncias que a testosterona estimula o
SRAA e fortalecem a crenga de que esse sistema possa execer um papel na mediacéo
da diferenca de género na regulacdo da pressdo arterial. Embora n&do seja ainda
conhecido o mecanismo pelo qual a testosterona aumenta a atividade da renina
plasmatica, algum desses estudos dao o suporte que esse possa ser devido a aumento
do angiotensinogénio hepatico e renal e assim levando um aumento de angiotensina ll,

segundo a figura 1:
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Figura 1: Figura esquematica pelo qual os andrégenos poderiam afetar o0 SRAA causando um
incremento na pressao arterial. Nota-se que ao que tudo indica 0os andrégenos aumentam a atividade
de renina que leva a um aumento na quantidade de angiotensina Il circulante. Essa Angio Il
aumentada medeia acBes como aumento do estresse oxidativo, vasoconstricdo da artéria renal e
aumento da reabsorcdo de soédio levando ao um aumento da pressdo arterial. O aumento na
reabsor¢do de sédio causa uma atenuacgéo da pressao-natriurese contribuindo mais ainda para o
aumento da PA (RECKELHOFF JF, FORTEPIANI LA, ZHANG H, SRIVASTAVA K, 2000).

No nosso trabalho foi analisado a interrelacéo entre hipertensdo essencial, sistema
renina angiotensina e deficiéncia de testosterona, mencionado acima, sobre a funcao
cardiaca. Para mimetizar a hipertensdo essencial humana, alguns modelos animais sé&o
usados. Dentre esses modelos, de especial interesse para o presente trabalho, se
encontra 0s ratos com hipertensdo espontanea (SHR), um modelo genético de
hipertenséo, desenvolvido por Okamoto e Aoki (OKAMOTO; AOKI, 1963). Esse modelo
de hipertenséo, desde o seu desenvolvimento, esta entre os modelos mais estudados na
literatura pela proximidade da sua fisiopatogenia com a hipertenséo essencial (primaria)
do homem (TRIPPODO; FROHLICH, 1981).

Assim, para melhor compreensédo do modelo de hipertensdo experimental utilizado
neste estudo, uma breve explicacdo do mesmo € necessaria.

Os animais SHR, via de regra, iniciam o desenvolvimento de hipertensdo em torno
de 5 semanas de vida (YAMORI Y, 1984). Entre a 72 e a 152 semanas, esses animais ja
possuem um nivel de pressédo considerado como hipertensdo, e entre a 202 e 282
semanas, a hipertensdo atinge um plat6é (YAMORI Y, 1984). Em SHR adulto, a
hipertenséo € frequentemente associada a um aumento da resisténcia periférica total e
um débito cardiaco normal ou diminuido (POTTS; MCKEOWN; SHOUKAS, 1998).
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No SHR, entre 18-24 meses de idade, a hipertensdo € uma das principais causas
de remodelamento cardiaco em longo prazo, que evolui gradualmente da hipertrofia
compensatoria do ventriculo esquerdo para a insuficiéncia cardiaca (DIWAN; DORN,
2007; DRAZNER, 2011). Essa transicdo da hipertrofia cardiaca compensada para a
insuficiéncia cardiaca descompensada é caracterizada por varias modificacoes
miocardicas, como perda e disfuncdo de cardiomidcitos, fibrose intersticial, mudancas
nos transientes de calcio intracelular, e ativacdo inflamatoria (DIWAN; DORN, 2007;
LAROUMANIE et al., 2014). O débito cardiaco continua em niveis normais com o0 avanco
da hipertensdo, até que nas estapas finais a fungcdo cardiaca comeca a ser
comprometida, quando, entdo, o débito cardiaco comecga a reduzir-se em fungédo de uma
insuficiéncia cardiaca congestiva (FROHLICH, 1977).

Ja é estabelecido a importancia dos fatores neurais e do envolvimento do SRA no
desenvolvimento e manutencao da hipertensdo no SHR. Ja tem sido descrito na literatura
a interacdo entre os sistema nervoso simpatico (SNS) e SRA pela ativacao reciproca
entre os dois sistemas (COHN et al., 1984) e isso € constadado o modelo SHR. Este
sistema de feedback positivo ocorre por meio da facilitacdo da liberacdo da noradrenalina
pela ativacao dos receptores de Ang Il, mais especificamente dos receptores AT1. Além
disso, ha indicios da presenca dos componentes do SRA nos terminais nervosos
simpaticos, com possiblidade de formacdo de Ang Il pela ativagcdo do SRA local que
colabora para uma hiperativacdo do SNS (LEVI et al., 2002).

No presente trabalho foi usado ratos SHR com 3 meses de idade. Nessa idade,
essa linhagem de ratos pode desenvolver hipertensédo arterial de forma compensada
(DOGGRELL; BROWN, 1998). Conjuntamente a isso, foi realizada a orquiectomia
bilateral. Nossa proposta € mimetizar um modelo experimental que nos permite avaliar o
efeito da interacéo deficiéncia de testosterona com o SRA na contratilidade de musculos
papilares isolados, a partir de um modelo cujo SRA ja esteja contribuido para o
aparecimento de efeitos deletérios importantes, que é caso da hipertensao.

Portanto, como a proposta do presente estudo visa avaliar a contratilidade de
musculos papilares isolados de ratos SHR orquidectomizados tratados com telmisartan,

uma breve descricado da contratilidade cardiaca faz-se necessario.

1.3 Acoplamento excitagdo-contracdo cardiaca

O termo acoplamento excitacdo-contracdo cardiaca (AEC) refere-se ao mecanismo

pelo qual o potencial de ac&o (PA) provoca a contracéo das miofibrilas ( figura 2) (BERS,
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2002). No miocardio, o AEC inicia-se com o PA, que, ao excitar uma célula, promove o
aumento de célcio mioplasmatico, fazendo sua concentracdo passar de 107 M no
repouso até 10> M durante a contracdo. O impulso elétrico gerado nos atrios, dispara o
potencial de acdo que se propaga através dos cardiomiécitos, por meio de juncdes
comunicantes em virtude da baixa resisténcia elétrica das mesmas e da diferenca de
potencial elétrico.

Durante a fase de despolarizacdo, em virtude da entrada de Na*, o potencial, que
era de -80 mV em repouso, atinge aproximadamente -40 mV que culmima com a abertura
de canais de Ca?* sensiveis a voltagem do tipo L, principalmente na regido do tlbulo T
(BERS, 2002). Este aumento de permeabilidade cria uma corrente de Ca?* que ocorre
durante o platé do PA. Esse influxo transarcolemal de calcio promove a abertura dos
receptores de rianodina (RyRs), em que grandes quantidades desse ion séo liberadas do
RS, um processo denominado liberagdo de Calcio induzida por Célcio (BERS;
SHANNON, 2013; BERS, 2002).

O calcio presente no citoplasma se associa as proteinas contrateis, dispostas em
sarcOmeros, para promover a contracdo. Os sarcémeros sdo unidades compostas por
filamentos finos (actina) e grossos (miosina) que se arranjam linearmente no miécito
formando a miofibrila.

Os filamentos finos sdo compostos por actina, tropomiosina e troponina, sendo as
Gltimas responsaveis por controlar a contracdo. Uma tropomiosina se liga a sete
mondmeros de actina, bloqueando os sitios de interacdo onde a miosina se liga. A
troponina € um complexo proteico formado por trés subunidades: a Troponina | (Tnl),
Troponina T (TnT) e Troponina C (TnC) que articula a interacdo actina-miosina. A TnC
apresenta ao Ca?* que quando coupados, promovem uma alteragdo conformacional
nesta proteina e permitem a ativacdo da ATPase miosinica pela actina.

O filamento grosso, ou miosina, € composto por duas cadeias pesadas, 4 leves e
duas regides em forma de dobradica. A cabeca da miosina possui regides de elevada
atividade ATPasica dependente de Ca?* e alta afinidade pela actina. Quando a cabeca
da miosina estabelece pontes cruzadas com a actina e deslizam sobre ela, promovendo
0 encurtamento do sarcémero, ocorre a contracao. Para que isto ocorra € necessario que
o Ca?*se ligue a Tn C, para exposicdo dos sitios de ligacdo actina-miosina, iniciando a
contracao (BERS, 2002).

A forgca com que esta contracao ocorre pode ser modulada de acordo com dois
principais estimulos. O primeiro deles, inerente ao préprio coragdo, € o estiramento das
fibras ventriculares, de acordo com a Lei de Frank- Starling. (STARLING; VISSCHER,
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1927). Quando as fibras ventriculares sédo estiradas, ocorre a abertura de canais de Ca?*
da membrana sensiveis a estiramento, aumento da area de interacdo entre actina e
miosina, exposicdo do quarto sitio de ligacdo de Ca?* da TnC e aumento da concentragéo
de Ca?* no sarcomero (CALAGHAN; BELUS; WHITE, ; FUCHS; SMITH, 2001).

O segundo mecanismo de modulacdo da for¢ca desenvolvida numa contracao € o
transiente de Ca?* envolvido nela, que pode ser influenciada pela estimulacédo simpatica,
com a ligacao da adrenalina a receptores [3- adrenérgicos que estédo acoplados a proteina
G, estimuladora da adenilato ciclase, formando AMPc. Por sua vez, o AMPc é estimulador
da fosforilagdo canais de Ca?* e aumenta o influxo através da membrana. Além disso,
estimula a fosforilacdo do RyR aumentado liberacdo de Ca?" do RS e ainda esta
associado a ativacdo do PLB, aumentando da velocidade de relaxamento (efeito
lusitropico positivo).

Outrossim o relaxamento acontece quando o Ca?* desliga-se da troponina C e a
concentracdo do calcio mioplasmatico é reduzida. Em ratos, participa dessa reducéo do
calcio disponivel no citoplasma a SERCA 2a que recapta o Ca?* para o RS, o trocador
Na* / Ca?* sarcolemal (NCX) pela extrusdo do célcio para o meio extracelular e
mitocondria. E ainda, a atividade da SERCA 2a é regulada pelo fosfolambam (PLB). Para
iniciar o relaxamento, o PLB € fosforilado, o que tira a inibicdo da SERCA proporcionando
a importacdo de Ca?* para o RS (BERS; SHANNON, 2013).
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Figura 2. Representacdo do processo de acoplamento excitacdo—contra¢do do musculo cardiaco.
SR: reticulo sarcoplasmatico, ATP: ATPase, PLB: fosfolamban, NCX: trocador Na*/Ca?*, RyR:
receptor de Rianodina, AP: potencial de acao, Ica: corrente de Ca?*. Bers, 2002.

Como forma de avaliar a participacdo do SRA na contratilidade de musculos
papilares isolados de ratos SHR oquidectomizados, propomos o uso do telmisartan, um

dos mais novos antagonistas de receptores AT1 e agonista parcial dos PPAR-y, que pode

lhe conferir alguns benéficos.
Assim, para comprenssdo dos mecanismos relacionados a via dos PPAR, uma

breve descricdo dos mesmos se faz necessaria.

1.4 Os PPARs.

PPARS (receptores ativados por proliferadores de peroxissoma) sdo receptores
nucleares que funcionam como fatores de transcri¢cdo, diferenciados de acordo com a
distribuicdo nos tecidos e sua funcao metabodlica. (MANGELSDOREF et al., 1995). O nome
PPAR se deve ao fato da ativagdo do PPARa, primeiro receptor descoberto provocar a

proliferacdo de peroxissomos em hepatdcitos de roedores (MURPHY, G. J.; HOLDER,
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2000). PPARS funcionam como sensores metabolicos: apresentam uma variedade de
ligantes como acidos graxos e esterdides, hormonio tireoideano, vitamina D e acido
retindico e atuam na expressdao de genes que promovem acles associadas a
homeostase lipidica e energética, atuando fundamentalmente na oxidacdo de acidos
graxos, diferenciacdo de adipécitos e sensibilidade a insulina. Por conta desta
caracteristica, também sdo usados como alvos terapéuticos de farmacos utilizados no
tratamento do diabetes e dislipidemias (FEIGE et al., 2006; ISSEMANN; GREEN, 1990;
YU; REDDY, 2007).

Ha trés proteinas, codificadas por genes distintos, que sdo identificadas como
PPARs, PPARa, PPARS e PPARYy, que sao expressos de modo diferente nos tecidos
corporais (DREYER et al., 1992; ISSEMANN; GREEN, 1990; LAUDET et al., 1992). O
PPAR-a é expresso em tecidos com alto catabolismo de acidos graxos tais como, rim,
musculo cardiaco, figado, musculo esquelético e tecido adiposo marrom, células
vasculares endoteliais e células da musculatura lisa vascular (BERGER; MOLLER, 2002;
RIZZO; FIORUCCI, 2006). Este receptor favorece a B-oxidacéo de acidos graxos e, inibe
o catabolismo de aminoacidos e respostas inflamatérias (HARMON; LAM; GLASS, 2011).
Ja os PPAR®Y, apesar de amplamente distribuido, porém sua expressao ocorre mais
intensamente no cérebro, tecido adiposo e pele. Possui func¢des relacionadas ao
metabolismo lipidico e de acidos graxos, processos inflamatérios e inducdo de
diferenciacéo epitelial (BOOKOUT et al., 2006; LEE, Chih-Hao et al., 2003)(BOOKOUT
et al., 2006).

Os PPARYy, por sua vez, sdo expressos principalmente no tecido branco e marrom,
onde sdo essenciais para a diferenciacao dos pré-adipécitos em adipdcitos e manutencao
dos adipdcitos maduros, e menor quantidade em neurdnios, células endoteliais,
cardiomidécitos e hepatécitos (FAJAS et al., 1997; TONTONOZ; SPIEGELMAN, 2008).
Estao envolvidos na regulacédo da expresséo de proteinas envolvidas no metabolismo de
lipidios incluindo a captacéo, ativacdo e oxidacao dos acidos graxos. (ANGHEL; WAHLI,
2007; FESTUCCIA, W. T. et al., 2006; FESTUCCIA, William T. et al., 2009). Em células
imunes dendriticas e os macrofagos, a ativagao dos PPARYy tem efeito contrario ao dos
outros dois receptores desta familia e diminui a producdo de mediadores pro-
inflamatorios devido a diminuicao da ativagcdo do NFKkB (MERSMANN et al., 2008).

Em relacdo ao sistema cardiovascular e suas condi¢des fisiopatologicas, tem-se
estudado o envolvimento e o papel terapéutico das diferentes isoformas de PPAR,
evidenciando os beneficios na prevencdo do desenvolvimento e progressao dessas
doencas (ROBINSON; GRIEVE, 2009). Como explicado acima, a ativacdo de PPAR
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podem levar a diferentes formas de regulagao de processos relacionados ao metabolismo
e a resposta inflamatdria, de modo que seu efeito na fisiologia cardiovascular se estende
muito além de seus efeitos estabelecidos no metabolismo de carboidratos e lipidios
(BENSINGER; TONTONOZ, 2008).

De especial interesse para o presente trabalho é o papel da ativagdo dos PPAR na
hipertensdo, o principal fator de risco paras as demais doengas cardiovasculares.
Mediante isso, varios modelos experimentais de HA foram usados para examinar o papel
das diferentes isoformas de PPAR nesta condicdo. Estes incluem o modelo de sal de
acetato de desoxicorticosterona (DOCA), o rato espontaneamente hipertenso (SHR)
(KOBORI et al., 2005) e a infusao cronica de Ang Il (ROBINSON; GRIEVE, 2009).

Diep e colaboradores, 2002 e 2004, demonstram em um estudo que a inibicdo da
ativacdo de PPARa em ratos com infusdo de Ang Il, € capaz de reduzir a presséo arterial
e atenuar o remodelamento vascular, diminuindo a mediacéo inflamatéria (DIEP, Q. N.,
BENKIRANE, K., AMIRI, F., COHN, J. S., ENDEMANN, D., & SCHIFFRIN, 2004). J4 em
relacdo, PPARS, seu efeito na regulacdo do tbnus vascular e no desenvolvimento da
hipertensdo permanece desconhecido (ROBINSON; GRIEVE, 2009). Da mesma forma,
um efeito hipotensor do tratamento com agonistas de PPARYy foi relatado em alguns
estudos com modelos experimentais de HA. No estudo de Walker e colaboradores, 1999,
foi demonstrado que a ativacao deste receptor reduziu a pressao arterial em ratos Zucker
obesos resistentes a insulina. De igual forma, Diep e colaboradores, 2002b, verificaram
que os agonistas do PPARYy, pioglitazona e rosiglitazona causaram uma diminui¢cao
significativa da pressao arterial, na hipertensédo induzida por infusdo de Ang Il. Além
disso, nesse mesmo estudo, relataram o efeito benéfico dessa ativacédo no crescimento
celular, na funcédo endotelial e na inflamacdo vascular. J& no modelo de hipertensao
DOCA sal, o tratamento com rosiglitazona normalizou a presséo arterial média, atenuou
a hipertrofia concéntrica e reduziu significativamente a producéo de ROS (IGLARZ et al.,
2003; SATOH et al., 1999).

Em SHR, por sua vez, o efeito preciso da ativacdo de PPARYy ainda é incerto, mas
parece que atenua o desenvolvimento da hipertenséo através de aumento da producao
de oxido nitrico (NO), reducdo da secrecdo de endotelina e inibicdo da NADPH oxidase
(ROBINSON; GRIEVE, 2009). Recentemente, foi sugerido, que os efeitos hipotensores
dos agonistas do PPARy podem estar associados a modulacdo da atividade do SRAA.
Sugawara e colaboradores, 2001, demonstraram que a ativagdo do PPARYy diminuiu
significativamente o nivel de expressdo AT1R em cultura de células musculares lisas de
aortas toracicas de rato macho Sprague Dawley (SUGAWARA, A., TAKEUCHI, K.,
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URUNO, A., IKEDA, Y., ARIMA, S., KUDO, M., 2001). Entretanto, mais recente, Todorov
e colaboradores, 2007, provaram que essa ativagdo do PPARy pode estimular a
transcricdo de renina, o que pode resultar em um aumento da producao de Ang Il com
efeito sobre a pressédo arterial, o que € contraditério com os efeitos hipotensores
observados com os agonistas do PPARy (TODOROV et al., 2007).

Assim sendo, esses estudos até agora citados, propéem que o PPARYy é capaz de
modular a presséo arterial por meio de mecanismos variados. Nao ha consenso sobre os
efeitos relacionados a ativacéo e, por isso, estudos mais detalhados sdo notoriamente

necessarios para investigar melhor suas ac¢des na hipertensao.
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2. Justificativa

As doencas cardiovasculares (DCV) séo as principais causas de mortalidade e
morbidade da atualidade. Entre as DCVs, a hipertensdo ocupa o primeiro lugar, afetando
mais de milhdes de pessoas. Conjuntamente, sabe-se que com 0 avancar da idade,
especialmente em homens, ha um aumento da probabilidade do aparecimento das DCV,
em especial, a hipertensdo. Evidéncias mostram que os andrégenos possuem a
capacidade de modular a funcéo cardiaca e atividade do SRA. O telmisartan pertence a
familia dos bloqueadores dos receptores da angiotensina, amplamente reconhecidos por
causa de sua boa tolerabilidade, a possibilidade de dosagem conveniente uma vez ao
dia e suas eficientes propriedades de reducdo da pressao arterial. Além disso, o
telimsartan, também possui a capacidade de ativar o PPAR-y de forma independente do
receptor AT1 nas concentracfes que sao alcancadas durante o tratamento anti-
hipertensivo in vivo. Como mencionado acima, ativacdo do PPAR-y pode conferir
beneficios no controle da hipertensao, resisténcia a insulina, inflamacéo e na proliferacédo
de células musculares lisas vasculares que podem contribuir para os efeitos
independentes da pressao arterial desse farmaco. Além disso, visto que ha participacao
do SRAA na hipertensdo em SHR, como j& mencionado anteriormente, e que esse
mesmo sistema sofre modulacéo pela testosterona, a proposta do estudo foi investigar
os efeitos do tratamento com telmisartan por 8 semanas na contratilidade de musculos
papilares de animais espontaneamente hipertensos orquiectomizados, com foco na

cinética do calcio, bem como na expressao das proteinas que participam dessa cinética.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral:

- Avaliar o efeito da orquiectomia e do tratamento por 8 semanas ao telmisartan na

contratilidade de musculos papilares isolados de Ratos espontaneamente hipertensos
(SHR).

3.2 Objetivos especificos:

1. Investigar o efeito da orquiectomia e o tratamento do telmisartan na
presséao arterial (PAS) de SHR.

2. Avaliar os efeitos da orquiectomia e da exposicdo ao telmisartan na

contratilidade miocardica de musculos papilares isolados, avaliando:

> O inotropismo cardiaco;
> Os parametros temporais da contracao;
> A atividade indireta do reticulo sarcoplasmatico de forma

indireta, através do protocolo de potenciacdo pds-pausa;

> A permeabilidade da membrana sarcoplasmética ao célcio de
forma indireta, através de protocolo de pos rest contraction;

> Resposta contrétil frente a mudancas na concentracdo de
calcio extracelular

> A participagdo da ativagdo B-adrenérgica nos musculos

papilares do ventriculo esquerdo;

3. Mensurar, pela técnica de Western blot, a expressao de proteinas
envolvidas na regulacdo do ciclo de calcio no miocito cardiaco, apos a

orquiectomia e o tratamento com telmisartan.
4. Quantificar, pela analise histolégica, a deposicdo de colageno e
tamanho do nucleo do miocito no miocardio, ap0s a orquiectomia e o tratamento

com telmisartan.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Orquiectomia

Orquiectomia foi realizada através de uma incisdo mediana anterior no escroto, e
cada testiculo foi exposto através da incisdo cirdrgica. O ducto deferente foi isolado,
ligado e cortado, permitindo que o testiculo fosse removido. A incisdo foi entdo fechada
e suturada com catgut 3-0 cromado. Ap6s uma semana de recuperacao, o tratamento foi

iniciado.

4.2 Analise da medida indireta da pressao arterial sistoélica.

A presséo arterial sistélica (PAS) dos animais foi verificada no inicio e no final da
orquiectomia e dos tratamentos, de maneira indireta, pelo método de pletismografia de
cauda (IITC Life Science non-invasible blood pressure, versao 1.35). Para tal, os animais
foram climatizados, trés dias antes da afericdo, para evitar alteracbes da pressao por
causa do estresse do animal frente ao procedimento (Fiorim et al., 2011 e Silveira et al.,
2014). No dia do registro da PAS os animais eram colocados em um cilindro de acrilico
(holter). A cauda dos animais era conectada ao sensor de pressao do manguito (cuff) que
por sua vez estava conectado ao amplificador e este ao computador, para obtencéo da
pressdo arterial sistolica. Os cilindros contendo os ratos eram colocados no interior do
aguecedor a 37 °C, para promover a dilatacdo da artéria caudal permitindo a afericdo da

PAS. A média de trés medidas, que ndo variassem mais que 5 mmHg, foi utilizada.

4.3 Animais experimentais

Neste estudo foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
orquiectomizados e ndo orquiectomizados, com aproximadamente trés meses de idade.
Esses animais foram cedidos pelo biotério do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Fisioloégicas da Universidade Federal do Espirito Santo-UFES e foram mantidos em
gaiolas, sob condi¢des controladas de temperatura e um ciclo claro-escuro de 12 horas,
tendo livre acesso a 4gua e a racao.

O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo com os

principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
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Experimentacdo Animal (COBEA-1991). Todos os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo e Uso de Animais da Universidade
Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES 064/2012).

4.4 Modelo Experimental

Os animais usados nesse estudo foram divididos em 5 grupos.

1- Grupo SHAM (Sham): ratos receberam diariamente por gavagem oral o
veiculo (0,5% de carboximetilcelulose de sédio; CMC-Na).

2 - Grupo orquiectomizados (OQT): ratos receberam diariamente por
gavagem oral o veiculo (0,5% de carboximetilcelulose de sddio; CMC-Na).

3- Grupos orquiectomizados + telmisartan (OQT + Tel): ratos receberam
diariamente por gavagem oral uma dose de 5 mg / kg / dia de telmisartan por 8
semanas.

4 - Grupos orquiectomizados + telmisartan + inibidor de PPAR-y (BADGE)
(OQT + Tel+ BADGE): ratos receberam diariamente por gavagem oral uma dose
de 5 mg / kg / dia de telmisartan e pela via intraperitonial uma dose de 30mg/ kg /
dia de BADGE por 8 semanas.

5- Grupos orquiectomizados + hidralazina (OQT + Hidra): ratos receberam
diariamente por gavagem oral uma dose de 10 mg / kg / dia de hidralazina por 8

seémanas.

4.5 Avaliacao ponderal

No inicio e no final dos tratamentos, todos os grupos foram pesados com o objetivo
de avaliar se a orquiectomia e/ou o tratamento com telmisartan influenciaram o ganho de
peso. Além disso, apds 8 semanas, 0s animais foram eutanaziados, os cora¢cbes foram

separados, pesados e corrigidos pelo comprimento da tibia.
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4.6 Metodologia empregada para avaliar a contratilidade cardiaca pela técnica
de musculos papilares isolados.

4.6.1 Montagem da preparacao

Apds as 8 semanas de exposi¢cao ao telmisartan e de orquiectomia, os ratos foram
anestesiados com injecao intraperitoneal de uretana (1,2 g/ Kg) e submetidos a cirurgia
de toracotomia. O coracédo foi retirado rapidamente e colocado em solucédo de Krebs-
Henseleit, preliminarmente oxigenada com mistura gasosa contendo 95% de oxigénio e
5% de gas carbbnico, e aquecida a 29°C. A parede livre do ventriculo direito foi
desmembrada expondo o septo interventricular, que foi partido ao meio para que 0s
musculos papilares do ventriculo fossem adequadamente expostos. O musculo papilar
posterior foi cuidadosamente dissecado numa placa de silicone e suas extremidades
presas a anéis de aco inoxidavel, sendo em seguida mergulhado em uma cuba contendo
20 ml de solugéo de Krebs-Henseleit. A extremidade superior foi conectada por anel e fio
de aco inoxidavel a um transdutor de forca isométrica (TSD125 - Byopac Systems, Inc;
CA) e o anel da extremidade inferior do masculo conectado a um gancho fixo na cuba de
vidro como mostra a figura 3. A solucdo de Krebs-Henseleit (KH) € composta, em mM:
135 NaCl; 4,6 KCI; 1,25 CaCl; 1,15 MgSOg; 1,2 KH2POg; 5,5 glicose, tem pH e oxigenacao
mantidos pelo borbulhamento de mistura gasosa contendo 95% de oxigénio e 5% de gas
carbbnico e temperatura controlada em 29 C por meio de um banho-maria circulante
(LEITE; VASSALLO; MILL, 1988). O transdutor foi conectado a um microcomputador
dotado do software AcgKnowledge® 3.7.5. (Biopac Systems Inc., CA, USA) que permitia
determinar os valores das variaveis fisiolégicas analisadas. Paralelamente ao musculo,
posicionam-se dois eletrodos de platina acoplados a estimulador elétrico que liberam
estimulos em onda quadrada de 5 milissegundos de duracao. Todos os musculos foram
estimulados em frequéncia de 0,5 Hz.

Foram feitos estiramentos consecutivos, até atingir o pico da curva estiramento-
tensao definido como Lmax (comprimento diastélico da fibra muscular associado a maxima
forca isométrica desenvolvida). Apés atingir o Lmax, 0 musculo permaneceu por um
periodo de estabilizacdo de 60 minutos, a partir do qual iniciaram-se os protocolos
experimentais.

Ao final do experimento, os papilares foram pesados e a forgca de contragao

isométrica desenvolvida foi corrigida pelo peso dos musculos.
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Figura 3. Esquema representativo do sistema de avaliagdo da contratilidade de musculo papilares.
1: transdutor de forga, 2: sistema de aeragdo com mistura carbogénica, 3: eletrodos, 4: banho, 5:
cuba, 6: eletroestimulador.

4.6.2 Protocolos experimentais

Forca de contracdo isométrica e parametros temporais de forca

Apoés o periodo de estabilizagdo foram mensuradas: a forca desenvolvida (F) os
tempos de ativacdo e relaxamento e as derivadas temporais de forca (dF/dt) positiva e
negativa das contracbes isométricas dos musculos papilares (Figura 4). Estes
parametros foram avaliados em todos os grupos experimentais. Os resultados de forca
isométrica foram expressos em gramas por miligramas de peso do musculo. Os tempos
de ativacdo e relaxamento sdo os tempos gastos, respectivamente, para atingir o pico da
forca desenvolvida e para a forca decrescer 50% de seu valor maximo desenvolvido
(VASSALLO et al., 2008).

4.6.3 Avaliacdo indireta da atividade do reticulo sarcoplasmatico

O protocolo da avaliacao das potenciagdes relativas pos-pausa (PPP) foi realizado

para avaliar a amplitude da contracdo apds a pausa, classificado como indicador da
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funcdo do RS (figura 4). Estas potenciacdes foram obtidas por meio da re-estimulacao
elétrica ap0Os pausas de 15, 30 e 60 (segundos) no estimulo elétrico aplicado no musculo
(VASSALLO; MILL, 1988).

A potenciacao relativa foi considerada como a razédo entre a amplitude da contracao
apos a pausa e a amplitude da contragdo antes da pausa, aguardando-se o regresso da
contracao para as condi¢des basais entre um teste de pausa de estimulos e outro (RS)
(LEITE; VASSALLO; MILL, 1991; MILL; VASSALLO; LEITE, 1992; VASSALLO; MILL,
1988).

4.6.4 Avaliacdo da resposta contratil frente a mudangas na concentracao

de céalcio extracelular.

Para avaliar a resposta inotropica ao calcio, foi realizada uma curva concentracdo-
resposta ao calcio (Figura 4). Para isso, a solu¢éo nutridora foi trocada por uma solugéo
contendo a metade da concentracdo de Ca?*(0,62 mM). Apés um perido de estabilizacéo
de aproximadamente 20 minutos, foram crescidas doses de uma solu¢cdo com elevada
concentracdo de cloreto de célcio (500 mM), para avaliacdo da resposta inotropica do
musculo ao Ca?'. Esta curva foi avaliada pela amplitude maxima da contracéo
estabilizada, apds o0 acréscimo na concentracdo extracelular de cloreto de calcio (0,62,
1,25, 2,5 e 3,75 mM) na perfusdo dos musculos papilares isolados dos ratos de todos os
grupos experimentais. A variacdo de forca foi corrigida pelo peso dos musculos e

expressa em g/mg.

4.6.5 Medida indireta do influxo de calcio transsarcolemal “post rest

contraction-prc”

As contracdes obtidas apds pausa de 10 minutos no estimulo elétrico (PRC) foram
realizadas para avaliar a intervencdo da orquiectomia e da exposi¢cao ao telmisartan no
influxo de calcio transsarcolemal para contracdo miocardica (figura 4). Para isso, foi
utilizada a solugéao “Krebs” previamente descrita, porém livre de calcio (céalcio Free) e
acrescida de 10 mM de cafeina. Este procedimento permite anular o contetdo de calcio
intracelular e do RS, uma vez que a cafeina nessa concentracdes depleta os estoques
intracelulares de calcio por se ligar aos receptores de rianodina do RS (BASSANI;
BASSANI; BERS, 1994; LEITE; VASSALLO; MILL, 1995). a0 mesmo tempo que, a
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auséncia de célcio na facilita a extrusdo de calcio pelo sarcolema (VASSALLO et al.,
2008). Os musculos foram lavados, por duas vezes, com a solugdo Ca?* free até as
contracdes serem abolidas (RINGER, 1883) e, em seguida, o estimulo elétrico foi
cessado por 10 minutos. Segundos antes de a estimulacéo ser reiniciada, as preparacdes
eram re-perfundidas com solugcdo Krebs-Henseleit normal (1,25 mM de célcio). Desta
forma, pode-se inferir que a primeira contracdo apos a pausa de 10 minutos é dependente
do célcio proveniente do meio extracelular, visto que os estoques intracelulares foram
depletados. Esta contracdo apds o0 repouso de estimulos foi expressa como a
porcentagem em relacdo a amplitude da contracdo em Lmax (antes do repouso de

estimulos).

4.6.6 Avaliacao da resposta contrétil frente a estimulacéo beta-adrenérgica

Para avaliar se a orquiectomia e o tratamento com telmisartan foram capazes de
alterar responsividade beta-adrenérgica foi realizada uma curva concentracao-resposta
ao isoproterenol (10-** yM a 10 yM), um agonista beta-adrenérgico (figura 4). Para isso,
0s musculos papilares dos animais experimentais foram perfundidos com solucédo de
Krebs contendo concentracdo de calcio 0,62 mM. Apds estabilizacdo funcional da
preparacao, foram adicionadas ao banho, concentragdes crescentes de isoproterenol (10
21'uM a 10° uyM) (VASSALLO et al., 1994). A variacédo de forca foi corrigida pelo peso

dos musculos e expressa em g/mg.
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Figura 4. Esquema representativo do protocolo de avaliacdo de contratilidade de masculos papilares. TP:
Tempo para o Pico de for¢a, TRso: Tempo para 50% do relaxamento, PPP: Potenciagdo Pds Pausa, PRC:
Post Resting Contraction.
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4.7 \Western blot

As amostras de coracdes congeladas foram trituradas com tampao RIPA gelado
(Sigma Aldrich) usando um misturador. O lisado foi centrifugado a 6000 RPM, o
sobrenadante foi coletado e a concentragdo de proteina foi determinada pelo ensaio de
Bradford (Bio-rad). Aliquotas contendo 40 pg de proteina foram preparadas para cada
animal e carregadas em 7,5, 10 ou 12% de géis de acrilamida TGX Stain-Free (Bio-rad).
A coleta de proteinas das amostras foi separada por eletroforese em sistema Mini-
PROTEAN Tetracell (Bio-rad) por 2h em 120V em tampé&o running contendo 140mM de
glicina, 37mM de Tris-Base e 1% de Dodecil Sulfato de Sédio (Sigma Aldrich). Os géis
foram entéo ativados com irradiacdo UV (ChemiDocXRS + Sistema de Imagem, Bio-rad)
por 1 minuto, produzindo sinal fluorescente por residuos de triptofano presentes nas
proteinas. O teor de proteina foi transferido por via Umida para uma membrana de
nitrocelulose (Bio-rad) durante 18 h a 0,25 A numa solugao de transferéncia arrefecida
com gelo contendo glicina 140 mM, base Tris 37 mM e 20% de metanol. O contetdo total
de proteina para cada amostra foi adquirido por imagem da emissdo de fluorescéncia
(ChemiDoc XRS +, Bio-rad). As membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 5%
(Molico, Nestlé) em solucéo Tris-tamponada com Tween 20 (TBST) por 1h sob agitacédo
e temperatura ambiente e incubadas com os anticorpos primarios: anti-NCX 1: 1000
(Thermo Fisher), anti-SERCA2 ATPase 1: 1000 (Thermo Fisher), anti-AT1 1: 250 (Santa
Cruz), anti-Fosfolamban 1: 1000 (Thermo Fisher) ou anti-Fosfolamban ser16 fosforilado,
anti- PPARYy 1: 1000 (Santa Cruz) TBST por agitagdo durante a noite a 4 °C. Depois de
completamente lavadas, as membranas foram incubadas com Strep Tactin HRP-
conjugado 1: 5000 e anticorpo secundario adequado: anti-mouse 1: 5000 (Sigma Aldrich)
ou anti-rabbit 1: 5000 (Sigma Aldrich) todos em soro bovino a 3% albumina (Sigma) em
TBST por 1h em agitagdo quando foi lavada com TBTS. Um substrato
quimioluminescente (0,2 mM de &cido cumarico, 1,25 mM de luminol, 0,1 M de Tris-HCI
e 0,06% de perdxido de hidrogénio) para as membranas e fotos foi coletado com
ChemiDoc XRS + e a intensidade de luminescéncia foi quantificada e normalizada pela

proteina total contida da amostra usando o software Image Lab 6.0.1 (Bio-rad).
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4.8 Analise histolégica

Apos pesagem, O VE foi seccionado ao meio e a metade apical de cada ventriculo
foi fixada em solucao tampéo fosfato com formol 4% (0,01mM; pH7,4). Apés o periodo
de fixacdo, o VE foi disposto em cassete plastico do tipo processador/inclusor. Os
cassetes foram processados em aparelho automatizado com ciclo total de 12 horas para
desidratacdo em solu¢cdes com concentracdes crescentes de alcool etilico até chegar ao
absoluto (100%) e diafanizacdo em xilol. O material foi incluido em parafina e cortados
em micrétomo da Leica na espessura de 5 pM. As sec¢bes foram colocadas em uma
lamina de vidro e expostas a uma temperatura de 37°C para secagem. O material foi
desparafinizado em xilol e hidratado em alcool para coloracdo de Hematoxilina e Eosina,
para andlise de hipertrofia cardiaca e picrossirius red, para andlise da deposicao de
colageno.

Apoés a coloracéo, as laminas foram visualizadas em microscopio de luz (LEICA
DMI/LS) ligado a uma camera. Foram feitas 3 fotos por lamina e as imagens foram
analisadas pelo software image J.

Para avaliacdo da hipertrofia cardiaca, o tamanho do nudcleo, corado pelo método
hematoxilina - eosina, foi estimado em imagens obtidas no aumento de 400x e foram
considerados apenas 0s nucleos totalmente visiveis e que apresentavam formato
elipséide, em selecdo manual. Os ndcleos cortados na horizontal ou em sentido
transversal foram desprezados.

Para avaliar a deposicdo de coldgeno no miocardio, as analises foram feitas
utilizando limite minimo de vermelho em 87 e maximo ajustado manualmente, numa
meédia aproximada de 160.

O programa Image J, com base nestes valores, apresentou a porcentagem da area
marcada, correspondente a coloracao de colageno por picrosirius red. Foram analisados
trés campos visuais de cada amostra e calculada a média destes valores, para o valor

individual da amostra e cada grupo foi composto de pelo menos 4 amostras.
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4.9 Andlise estatistica

Os resultados estdo expressos como média £ erro padrdo da média. (EPM). Os
valores de “n” representam o numero de animais ou amostras utilizadas em cada
protocolo experimental.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por andlise de variancia (ANOVA),
uma ou duas vias. Quando a analise de variancia apresentava significancia, esta era
seguida pelo teste post-hoc de Fischer. Foram considerados estatisticamente
significantes valores de P <0,05. Para as andlises estatisticas e plotagem de todos os
graficos foi empregado o GraphPad Prisma 4.0 (San Diego, CA, USA).
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4.10 Farmacos e reagentes

2-Hidroxietilmercaptano (-mercaptoetanol) (Sigma)

Acetato de Chumbo Il (Sigma)

Acido cloridrico — HCI (Merck)

Acido tricloroacético (Merck)

Albumina, Soro Bovina (Sigma)

Alcool polivinilico (Merck)

Anticorpo produzido em camundongo para fosfolambam (Thermo Scientific)
Anticorpo produzido em camundongo para NCX (Thermo Scientific)
Anticorpo produzido em camundongo para SERCA-2 (Thermo Scientific)
Anticorpo produzido em camundongo para receptores AT1 (Santa Cruz)
Anticorpo produzido em camundongo para receptores Fosfolamban serl6
fosforilado (Thermo Scientific)

Anticorpo produzido em camundongo para PPAR-y (santa Cruz)
Anticorpo produzido em rato para GAPDH (Abcam)

Bicarbonato de sddio - NaHCO3 (Merck)

Bisphenol A diglycidyl ether (Sigma)

Cafeina (B.HERZOG)

Carboximetilcelulose de sddio (Sigma)

Cloreto de célcio dihidratado - CaCl2. 2H20 (Merck)

Cloreto de magnésio Hexahidratado - MgCI2. 6H20 (Merck)

Cloreto de potéassio - KCI (Merck)

Cloreto de sodio - NaCl (Vetec)

Dodecil sulfato sédico (SDS) (Sigma)

Etanol absoluto (Sigma)

EDTA (Sigma)

EGTA (sigma)

Eosina (Merck)

Fosfato de s6dio monobasico - NaH2PO4 (Merck)

Glicerol (Reagen)

Glicose (Vetec)

Hematoxilina (Sigma)

Heparina sodica (Roche)

HEPES (Sigma)
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Hidralazina (Sigma)

Hidrato de cloral (Reagen)

Hidréxido de Sadio (Merck)

KH2PO4 (Merck)

L-Isoproterenol (Sigma)

Molibdato de amoénio (Nuclear)

Metanol (Sigma)

N, N, N°, N'-tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma)
N, N’- Metilenbisacrilamida 40% Solug&o 37, 5:1 (Acrilamida) (Sigma)
NaVvO3

Ouabaina, octahidrato (Sigma)

Reagente para deteccdo de Western Blot (ECL Plus) (Amersham)
Sulfato de sédio - Na2S04 (Merck)

Solucgéo de formaldeido (Sigma)

Persulfato de amonio (APS) (Sigma)

Picrossirius red (Sigma)

Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma)
Xilol (Sigma)

Telmisartan (Micardis)

Tris-HCI (Sigma)

Triton X-100 (VETEC)

Uretana sddica (Sigma)
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliag&o ponderal

Os grupos Sham e OQT iniciaram e terminaram o tratamento com pesos
semelhantes, sugerindo que 8 semanas de orquiectomia ndo foram capazes de modificar
0 peso corporal. No entanto, quando os mesmos animais foram tratados com telmisartan,
0 peso foi reduzido. A adicdo de BADGE no tratamento ndo modificou o peso corporal
dos animais, permanecendo semelhante ao grupo OQT Tel (Tabela 1). As mesmas
alteracdes foram observadas quando analisamos o peso normal do coracdo e o peso do
papilar (Figura 5A), sugerindo que a orquiectomia ndo aumenta o grau de hipertrofia
observado em animais SHR. O tratamento com telmisartan reduziu a hipertrofia em
animais hipertensos. O inibidor PPAR GAMA prejudicou o efeito anti-hipertrofico do
telmisartan, sugerindo que a ativacdo do PPAR GAMA contribui para a melhora
encontrada no OQT Tel., no entanto, o peso dos musculos papilares néo foi alterado pelo

tratamento com BADGE.

5.2 Avaliacdo da presséao arterial sistélica pela técnica de pletismografia de
cauda

A PAS foi avaliada no inicio e no final dos tratamentos pela técnica de pletismografia
da cauda. Conforme demonstrado na tabela 1, a orquiectomia néo foi eficaz em modificar
a pressao arterial sistélica no final das 8 semanas. No entanto, como esperado, a PAS
dos grupos tratados com telmisartan foi reduzida. (Sham: 186, 6 + 3, 86; OQT: 184, 8 +
8,7, 0QT +Tel: 109,9+ 1,61 * OQT + Tel + BADGE: 106, 4 + 1, 30 *; * P <0, 05 ANOVA

duas Vias seguidas, post-hoc de Fischer).
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Tabela 1: Efeito do tratamento com telmisartan sobre o peso corporal, o peso do coragéo, o

comprimento da tibia, raz8o comprimento da tibia / peso do coracao e a pressao arterial.

Massa corporal (g) Coragao/ tibia (g/mm) Presséo arterial (mmHg) n (grupo)
SHAM 315.87£4.9 35.35%1.9 186,67 + 3,9 9
oQT 296.10+ 6.2 31.77+1.6 184,84 + 8,8 11
OQT+ HIDRA 318+ 13.63 45.73 + 3.2* 111,97 £+ 1,9*# 7
OQT+TEL 282.90+% 6.5* 27.24 + 2.4%# 109,34 + 1,6*# 13
OQT+TEL+BADGE 278+10.6*% 37.86 +1.8@ 106,48 + 1,3*# 9

Os dados est&o expressos como média = EPM. *vs SHAM; # vs OQT; $vs OQT+ HIDRA; @ vs OQT+
TEL: P<0,05. Realizado por ANOVA duas vias seguida por teste post-hoc de Fisher.

5.3 Avaliacéo da contratilidade miocardica em musculos papilares isolados

Embora a orquiectomia ao final das 8 semanas nado tenha alterado a PAS, ja foi
possivel detectar reducéo na forca de contracdo dos musculos papilares isolados (figura
5B). Contudo quando este grupo foi tratado com telmisartan, a diminuicdo da contragéo
foi impedida. Da mesma forma, o grupo orquiectomizado tratado com telmisartan e
BADGE, o prejuizo na for¢a de contracdo também nao foi observado (Figura 5B).

Como forma de descartar o efeito da reducdo da pressdo arterial em nossos
achados, um grupo foi tratado com hidralazina por 8 semanas. Como mostra figura 6B, 0
tratamento com hidralazina néo impediu a reducédo da forca de contracao dos musculos
papilares ao final do tratamento. Assim sendo, os dados relativos ao tratamento com
hidralazina ndo séo apresentados nos demais protocolos. Além disso, a derivada positiva
da forca (dF / dt +) foi reduzido no grupo orquiectomizado (Figura 5E), em comparacéo
com o sham, enquanto a derivada negativa (dF / dt-) permaneceu inalterado (Figura 5F).
E possivel notar também que a reducéo observada na derivada positiva, foi prevenida
com o tratamento com telmisartam e foi melhorado ainda mais pelo co-tratamento com
temisartan e BADGE. Ao avaliar os parametros temporais da contratilidade, o tempo de
relaxamento permaneceu inalterado e o tempo de ativacdo apresentou uma reducao
apenas no grupo OQT + tel + BADGE quando comparado ao grupo sham e ao grupo
OQT.
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Figura 5: Peso do papilar, for¢a isométrica desenvolvida, primeiras derivadas do desenvolvimento
de forca e parametros temporais de contragdo dos musculos papilares do ventriculo esquerdo de
ratos de todos os grupos experimentais. (A) Peso papilar (B) for¢ca isométrica, (C) tempo de ativacéo
e (D) tempo para 50% de relaxamento, (E) derivada maxima positiva e (F) derivada maxima negativa
da forca (+ dF / dtmax e -dF / dtmax respectivamente). Os nimeros entre parénteses correspondem
ao numero de papilares estudados. Os dados sao expressos como média + SEM. * P <0,05, one-
way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Fischer para comparages multiplas.

Como forma de avaliar quais mecanismos estariam envolvidos na redugéo da
contracao induzida pela OQT,o primeiro protocolo experimental realizado foi a avaliacao
indireta da atividade do reticulo sarcoplasmatico (RS), conforme descrito na metodologia.
Nota-se que nem o0s ratos submetidos a orquiectomia nem os ratos tratados com

telmisartan alteraram o funcionamento do RS, uma vez que a potenciacéo apds a pausa
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foi semelhante ao grupo controle (sham). Em contrapartida, o grupo tratado com

telmisartan e BADGE apresentou prejuizo na potencializacéo apés a pausa (Fig 6).

- Sham (9)
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Figura 6: Avaliacao, in vitro, das potenciagfes relativas apos as pausas de 15, 30 e 60 segundos dos
musculos papilares do VE de ratos Sham, orquiectomizados (OQT), orquiectomizados tratados com
telmisartan (OQT + Tel), orquiectomizados tratatos com telmizartan e BADGE (OQT + Tel + BADGE).
Os numeros entre parénteses correspondem ao nuamero de papilares estudados. Os dados séo
expressos como média £ SEM. * P <0,05 vs Sham; & P <0,05 vs OQT: ANOVA two-way seguido pelo
teste post-hoc de Fischer para comparac¢des miltiplas

Outra analise importante do nosso estudo foi investigar se a orquiectomia e o
tratamento com telmisartan poderia modificar a resposta inotrépica dos musculos
papilares isolados. Para isso, foram realizadas curvas concentracao-resposta ao calcio e
ao isoproterenol.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 7A, observou-se que a
resposta inotrépica ao célcio foi menor em musculos papilares do grupo OQT em relacdo
ao grupo sham. Entretanto, o tratamento com telmisartan preveniu o dano na resposta
inotropica ao calcio obervada no grupo OQT. Da mesma forma, os ratos OQT tratados

com telmisartan e BADGE apresentam maior resposta inotropica ao calcio. Nota-se,
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ainda, que nesse mesmo grupo tratado com telmisartan e BADGE a resposta nas doses
iniciais da curva de calcio foi maior que no grupo OQT+Tel. Este mesmo comportamento
foi observado quando foi avaliada a resposta a estimulacdo adrenérgica pelo
isoproterenol (Figura 7B). O grupo OQT apresentou um prejuizo na resposta a
estimulacdo adrenérgica e de modo igual, tanto o grupo OQT+Tel e o grupo OQT+Tel+
BADGE preveniram a queda na resposta adrenérgica (figura 7B). Identicamente, essa
resposta foi ainda maior no grupo Tel+ BADGE quando comparado com o grupo tratado
somente com telmisartan.

Com intuito de avaliar se a menor resposta inotropica ao aumento de calcio
extracelular observado em musculos papilares isolados de ratos OQT poderia estar
relacionada as alteracdes no influxo de célcio pelos canais do tipo L, foi realizado a PRC,
segundo descrito na metodologia (LEITE; VASSALLO; MILL, 1995). De acordo com
nossos resultados, a PRC foi similar em papilares isolados OQT e sham. No entanto, no
grupo OQT tratado com telmisartan teve um aumento de 39% e grupo OCT + tel +
BADGE de 110%, em relacdo ao grupo OQT (Figura 7C). Este resultado sugere que o
tratamento com telmisartam foi capaz de aumentar o fluxo de calcio trans-sarcolemal
mesmo sem orquiectomia ter causando uma mudanca. Além disso, perbece-se
novamente, que quando o efeito do telmisartan é somente no blogueio dos receptores
AT1 a melhora é ainda maior.

Além de promover alteracdes funcionais, a orquiectomia e os tratamentos podem
culminar em alteracdes celulares estruturais. Sendo assim com a finalidade de investigar
estes possiveis comprometimentos foi utilizada a técnica de Western blot para
quantificacdo de importantes proteinas envolvidas na regulacdo da contratilidade
miocardica. A avaliacdo das proteinas reguladoras da contratilidade muscular incluiu as
medidas de: SERCA2, NCX, PLB total, PLB serl6. Alem disso, foi feita a quantificacao
também da expressdo dos receptores  AT1, principal receptor do sistema renina
angiotensina e ainda o PPAR gamma. Como mostrado na figura 6, as alteracdes
funcionais observadas na orquiectomia e o tratamento com telmisartan foram
acompanhados por alteragdo na expressdo dessas proteinas. O grupo OQT teve a
expressdo de SERCA aumentada, mas a expressdo da PBL total, PBL ser® e do NCX
permaneceram inalterada. Neste mesmo grupo a orquiectomia nao foi capaz de alterar a
expressao do receptor AT1. No grupo OQT tratado com telmisartan observou-se reducéo
na expressao de NCX e na expressao de PBL total sem, contudo, alterar a expresséo de
SERCA e da PBL ser's. A expresséo de AT1 neste grupo ja foi aumentada. A expressao
de PBL total também foi reduzida no grupo telmisartan mais BADGE, sem que a
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expressdo da PBL serl6, da SERCA e AT1 fosse alterada, ja a expressao do NCX foi
aumentada. Em todos os grupos estudados a expressao do PPAR gama nao foi alterado
(Figura 71).
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Figura 7. Resposta contratil & diferentes protocolos experimentais e analise densitométrica de
Western blots de ratos Sham, orquiectomizados (OQT), orquiectomizados tratados com telmisartan
(OQT + Tel), orquiectomizados tratatos com telmizartan e BADGE (OQT + Tel + BADGE). (A) Forca
desenvolvida durante incrementos da concentracdo de Ca?*, (B) respostas inotrépicas do musculo
cardiaco ao isoproterenol, (C) Contracdo dependente do influxo de célcio trans -arcolemal, (D)
SERCA2 (6), (E) NCX (6), (F) PBL (6), (G) pPBLSer16 (6), (H) AT1(6), (I) PPARg (6). Os numeros
entre parénteses correspondem ao nimero de papilares estudados. Os dados séo expressos como
média = SEM. * P <0,05 vs Sham; $ P <0,05 vs OQT, # P <0,05 vs OQT + Tel, & P <0,05 vs OQT vs
OQT BADGE.

5.4 Anédlise histoldgica

Embora a massa muscular cardiaca e musculo e papilar ndo tenham se alterado,
0S animais orquiectomizados apresentaram reduc&o no perimetro e na area nuclear, e
esse efeito foi impedido pela inibicdo do PPAR GAMA, como mostra a figura 8. Essa
reducdo é ainda mais pronunciada no grupo OQT + Tel, indicando um papel conjunto de
SRA e testosterona neste processo.

A reducéo dos indicadores de tamanho nuclear também nao foi acompanhada por
alteracdo do conteudo de coldgeno. Embora o perimetro e area nuclear do grupo OQT
estejam reduzidos, de maneira ainda mais intensa nos animais que receberam o co-
tratamento com telmisartan, a deposicéo de coldgeno mensurada como porcentagem da

area da imagem, é similar & do grupo SHAM.
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Figura 8: Indicadores de tamanho nuclear e deposicdo de colageno no coracdo. (A) Perimetro
nuclear, (B) Area nuclear, (C) Teor de colageno de ratos Sham, orquiectomizados (OQT),
orquiectomizados tratados com telmisartan (OQT + Tel), orquiectomizados tratatos com telmizartan
e BADGE (OQT + Tel + BADGE). Os numeros entre parénteses correspondem ao numero de
papilares estudados. Os dados séo expressos como média £+ SEM. * P <0,05, one-way ANOVA
seguido pelo teste post-hoc de Fischer para compara¢Bes multiplas.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que a orquiectomia reduziu a forca de
contracdo dos musculos papilares de SHRs, possivelmente por prejudicar a resposta
inotrépica ao calcio e a responsividade a estimulagédo adrenérgica, sem alterar a pressao
arterial. Encontramos ainda que, o tratamento com telmisartan previne o
comprometimento da resposta ao calcio e da resposta beta adrenérgicos observado nos
ratos orquiectomizados, impedindo a queda da forca de contracao observada.

Esse aumento na contratilidade no grupo OQT+Tel foi acompanhado, também, de
uma reducdo de indicadores da hipertrofia cardiaca. Além disso, sugere-se que a
ativacdo do PPAR-y pelo telmisartan atenua o influxo de calcio transarcolemal impedindo
uma possivel sobrecarga de calcio decorrente de um efeito exclusivo do telmisartan no
antagonismo dos receptores AT1.

De fato, ja € demonstrado que a testosterona desempenha um importante papel no
acoplamento excitacdo-contracao cardiaca pela modulacdo dos mecanismos envolvidos
na homeostase intracelular do Calcio (AYAZ; HOWLETT, 2015).

Os efeitos biolégicos dos androgenos sdo mediados por interagcdes com receptores
androgénicos e ja se sabe que esses receptores estdo presentes em tecidos como figado,
rim, cérebro, musculo esquelético e coracdo, garantindo assim, aos androgenos a
capacidade de regular processos fisiolégicos, como a funcédo miocéardica (AHTIAINEN et
al., 2011; CREDIT et al., 2002b; DART et al., 2013; MARSH et al., 1998).

De igual modo, estudos demonstram também, que a falta de testosterona diminui a
contratilidade de ventriculos esquerdos, atividade da ATPase Miosinica e aumenta o
estresse oxidativo em coracdes isolados de ratos machos ( (AYAZ; HOWLETT, 2015;
BEST et al., 2005; GOLDEN et al., 2004b; TAM et al., 2003; VUTTHASATHIEN;
WATTANAPERMPOOL, 2015).

A falta de testosterona pode provocar ainda, reducéo do pico maximo de contracgéo,
retardo no relaxamento em coracdes isolados perfundidos, reducdo da resposta maxima
do miofilamentos ao calcio (WITAYAVANITKUL et al., 2013) e diminuicdo do contetdo
de calcio do RS (TSANG et al.,, 2009) que culmina entdo com a reducao forca de
contracao.

De modo semelhante ao descrito pelos estudos citados, nos nossos resultados, os
animais OQT apresentaram uma redu¢do no pico maximo de contracdo e na derivada
positiva (+dP/dT), porém, os tempos de relaxamento, de ativacdo e a derivada negativa

nao foram alterados, demonstrando, assim, que diferentemente dos outros estudos que
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foram realizados em coracdes isolados, no nosso estudo o relaxamento n&o foi
prejudicado (Figura 5C, 5D e 5F). Este resultado sugere que h& preservacao da fungéo
dos mecanismos de extrusao do calcio, mesmo na condi¢do da orquiectomia. Realmente,
qgquando avaliamos de forma indireta a recaptacdo do calcio pelo RS no grupo
orquiectomizados parece nao ter sido alterado, uma vez que a PPP foi semelhante ao
grupo sham.

Quando investigamos a expressao de proteinas importante envolvidas na cinética
do calcio, percebe-se que a SERCA teve a sua expressdo aumentada no grupo OQT
comparada com os demais grupos, sem alterar a expressdo do NCX e PBL, indicando
que o conteudo de célcio no RS pode néo ter sido reduzido e que a importacao de calcio
nao € prejudicada, o que se reflete na manutencao dos indices de relaxamento entre 0s
grupos SHAM e OQT. De fato, alguns trabalhos tém demonstrados que a deficiéncia de
testosterona ndo altera a expressédo da SERCA e nem as demais proteinas acima citadas
no coracéo (DALPIAZ et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2018; WITAYAVANITKUL et
al., 2013). Acreditamos que a expressdo da SERCA foi aumentada no nosso trabalho
COmMo um mecanismo compensatorio a perda de contratilidade imposta pela orquiectomia.
Presume-se que a diferengca encontrada entre 0 nosso estudo e os demais estudos
apresentados acima seja, em partes, devido ao modelo de estudo e o tempo de
orquiectomia.

Outrossim, gquando realizamos protocolos que examinaram a resposta dos
musculos papilares ao contetdo de célcio extracelular, a resposta a estimulagdo do
receptor beta e o influxo de célcio transarcolemal observa-se que esse mesmo grupo
OQT apresentou um prejuizo em todas essas respostas (Fig. 7A, 7B e 7C).

Esse conjunto de dados sugere que a orquiectomia pode estar alterando a
sensibilidade das proteinas contrateis, sem, no entanto, alterar o influxo transarcolemal
de célcio avaliado indiretamente pelo protocolo PRC descrito na metodologia. Por certo
a deficiéncia da testosterona pode alterar a interacdo das proteinas contrateis com o
calcio, reduzir a atividade da ATPase miosinica e sensibilidade das proteinas contrateis,
e estes efeitos podem levar uma a forca de contracdo reduzida (WITAYAVANITKUL et
al., 2013).

Como ja mencionado, os efeitos da testosterona na funcéo cardiaca podem ser
também mediados pela interacdo com o sistema renina angiotensina modulando a fungéo
cardiaca e a pressdo arterial. Como ja demonstrado na literatura, na presenca da
testosterona ha uma maior producédo de angiotensinogénio no figado e um aumento da

atividade da renina, enzima responsavel por produzir a Angio I. Por consequéncia, pode
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haver maior producao da Angio I, principal horménio efetor do sistema SRA (JAMES, G
D et al.,, 1986; CHEN; NAFTILAN; OPARIL, 1992), responsavel por todos os efeitos
periféricos associados ao sistema classico (BARRETOS-CHAVES MLM, 2012). Além do
mais, ha evidéncia de que na presenca da testosterona ha um aumento da relacédo
AT1R/AT2R com um aumento na expressdo dos receptores AT1 e uma redugcédo na
expressao dos AT2R (MISHRA; HANKINS; KUMAR, 2016; SULLIVAN et al., 2010).

No nosso estudo utilizamos ratos SHR OQT, um modelo que combina deficiéncia
na producdo de hormdnios sexuais e hipertensdo, usado para estudar o papel da
testosterona na progressao da doenca cardiaca hipertensiva.

Sabe-se que neste modelo de hipertensdo, o SRAA se apresenta com uma
atividade aumentada assumindo um papel relevante na fisiopatologia da hipertensdo
arterial e em outras doencas cardiovasculares. No que diz respeito ao coracao, varias
efeitos hemodindmicos e humorais tém sido associadas a ativacdo do SRAA, como
isquemia miocardica, hipertrofia ventricular esquerda, arritmias e aumento do estresse
oxidativo (GAVRAS I, 1998).

No estudo de Dalpiaz e colaboradores ( 2015) foi demonstrado que animais machos
SHR de 3 meses de idade, com 7 semanas de orquiectomia apresentaram uma reducao
na atividade da ECA e ECA 2 no coracao, sugerindo que a interacéo testosterona / SRA
possivelmente existe e que em animais SHR a deficiéncia de testosterona pode causar
uma reducédo na atividade do SRAA por alterar a atividade de importantes componentes
da vias SRA (DALPIAZ et al., 2015).

Em outro estudo realizado por Jay S. Mishra e colaboradores (2016), também
mostram essa importante relacéo da testosterona com o SRA, onde demonstraram que
ratos wistar castrados por 12 semanas apresentaram reducdo na expressao dos
receptores AT1 e um aumento nos Receptores AT2, reduzindo a relacdo AT1R/AT2R nas
arterias mesentérica e uma reducao de angiotensina circulante. Esses mesmos autores
atribuem a reducdo da pressédo arterial observado nesse estudo a essa reducao na
relacdo AT1R/AT2R, que se encontra alta na presenca da testosterona (MISHRA,;
HANKINS; KUMAR, 2016).

Visto isso, investigamos como a inibicdo do AT1R poderia prevenir as alteragdes na
contratilidade imposta pela orquiectomia encontrada no presente trabalho. O uso de
farmacos cujo o efeito resulta na inibicdo da atividade de SRA tem sido utilizado para o
tratamento da hipertensao e outras doencas cardiovasculares como a hipertrofia cardiaca
do ventriulo esquerdo e doencas vasculares com beneficios na morbidade e na
mortalidade cardiovascular (SICA; GEHR, 1999).
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Junto a isso, avaliamos igualmente, a participacdo dos PPAR-y, que foi
demonstrado em alguns estudos estar envolvidos no controle da expresséo do gene da
renina (TODOROV et al., 2007), bem como na expressao do receptor AT1 (SUGAWARA,
A., TAKEUCHI, K., URUNO, A., IKEDA, Y., ARIMA, S., KUDO, M., 2001), conferindo
propriedades metabdlicas benéficas em pacientes hipertensos.

Para tal, foi feito uso do telmisartan, farmaco que nos permitiu conjuntamente o
bloqueio dos receptores AT1 e a ativacao parcial dos PPAR-y.

Como podemos perceber pela figura 7, nos musculos papilares de animais tratados
com telmisartan, a redugdo na resposta ao calcio e a ativagdo beta adrenérgica foi
prevenida por este farmaco. De forma semelhante, quando mensuramos de forma
indireta o influxo transarcolemal de calcio pelo PRC, o mesmo foi aumentado. Ainda,
segundo a figura 7, podemos perceber que a expressdo de proteinas importantes
envolvidas no ciclo do calcio foram alteradas no grupo OQT+Tel. A expressao da SERCA
se manteve inalterada, porém o NCX e o PBL total tiveram a sua expresséo reduzida.

Estes dados sugerem que o tratamento com telmisartam além de melhorar o influxo
de calcio, pode estar aumentando o conteudo de calcio no RS, decorrente da maior
atividade da SERCA.

A reducgdo de NCX se traduz numa menor extrusdo de calcio pelo sarcolema e a
reducdo do PBL, um polipetideo que possui a funcdo de modular a atividade da bomba
responsavel por recaptar o calcio para o RS (SERCA), perfaz um cenario onde havera
uma maior disponibilidade de calcio mioplasmatico frente a uma SERCA mais eficiente.
Entretanto, quando avaliamos de forma indireta a recaptacao de calcio pelo RS pelo PPP,
a mesma se manteve inalterada.

O PPP é um indicativo indireto da funcdo do RS em recaptar, armazenar e liberar
Calcio em balanco aos mecanismos responsaveis pela extrusdo do calcio. Entretanto, a
forma indireta de avaliagdo empregada pode sofrer influéncia de outros mecanismos
intracelulares, o que pode ter nos impedido de achar esse aumento no PPP, evidenciando
esse incremento de célcio no RS.

Esse conjunto de dados sugerem, mais uma vez, a importante relacao deficiéncia
testosterona/ SRA na instauracao de alteracdes importantes no sistema cardiovascular.
Além disso, mostra igualmente que em um quadro de hipertensdo juntamente com
privacdo hormonal, o uso de um antagonista do SRA pode trazer beneficios na fungéo
contrétil do coragéo, possivelmente prejudicada pela falta de hormonio.

E sabido que o alvo molecular direto para todos os efeitos do SRA, sdo 0s

receptores da angiotensina, dos quais existem os subtipos 1 e 2 que possuem respostas
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contrarias nas suas vias de sinalizacdo (DE GASPARO et al., 2000). Em tese, a
estimulacdo de receptores AT2 contrabalanca boa parte dos efeitos deletérios da
estimulacdo de receptores AT1. No entanto, a expressao desse receptor € bastante
discreta em relacdo ao receptor AT1, estando presente principalmente na vida fetal
(CHUNG; UNGER, 1999).

Assim sendo, no presente estudo foi investigado a expressao do receptor AT1 em
todos os grupos estudados, por mediarem a grande maioria dos efeitos deletérios da Ang
II. Nota-se que em ratos OQT n&o houve alteracdo da expressdo proteica de ATIR,
sugerindo que o efeito da testosterona sobre o SRA em SHR OQT provavelmente néo
ocorre por alteracdo do numero de receptores AT1(Figura 7H).

No entanto o numero desses receptores foi aumentado apenas no grupo OQT
tratado com telmisartan (Figura 7H). Cremos que esse aumento no numero dos
receptores AT1 observado no grupo OQT+Tel pode ter acontecido mediante um feedback
positivo a uma inibicdo prolongada desses receptores.

Todavia, esse acréscimo nos receptores AT1 constatada no grupo OQT+Tel,
associado a um provavel aumento na producdo de angiotensina Il, ndo impediu o
telmisartan de prevenir o prejuizo na contratilidade posta pela OQT encontrada nos
nossos achados.

Outro achado pertinente é o fato desses receptores AT1 terem sido mais expressos
apenas no grupo OQT+tel. Quando usamos o inibidor de PPAR-y no grupo
OQT+Tel+BADGE a expressao desses receptores ndo foi alterada. Esse resultado
sugere que o feedback positivo observado no grupo OQT+tel, provavelmente, depende
da ativacdo dos PPAR-y, sendo que, quando o efeito do telmisartan € exclusivo no
antagonismo dos receptores AT1, a expressao dos mesmos se manteve inalterado.

Em um estudo pioneiro Ikuyo Imayama e colaboradores (2006) demonstram que o
tratamento com telmisartan causa downregulation de receptores AT1 em cultura de
células de musculo liso pela ativacdo do PPAR-y (IMAYAMA et al., 2006). No nosso
achado a ativacdo do PPAR-y conjuntamente com a inibicdo dos receptores AT1 pelo
telmisartan apresentou um cenario diferente desse estudo, onde se observou um
upregulation dos receptores AT1.

Assim sendo, uma conclusdo possivel é que realmente podera existir uma relacao
entre a ativacao a ativacdo do PPAR-y e a expressao dos receptores de AT1, entretanto,
ao que tudo indica, a expressao dessa relacdo dependera da interagdo de vérios fatores

como, modelo de estudo, tipo de tecido estudado ou da fisiopatologia a ser tratada.
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Nosso estudo pode estar em acordo com os estudos aqui apresentados, que
demonstraram que a deficiéncia de testosterona pode reduzir o angiotensinogénio
produzido no figado e atividade da renina sem alterar a expressao dos receptores AT1.
Contudo no nosso estudo, além da mensuracdo dos receptores AT1, ndo foi feito a
avalicao de outros componentes da via SRAA.

O telmisartan vem sendo utilizado em muitos trabalhos para estudar as multiplas
alteracdes causadas por doencas como, hipertenséo, diabetes, infarto do miocéardio e
doenca arterial coronariana (CADEDDU et al., 2010; SHARMA et al., 2014
VERDECCHIA et al., 2011). Apesar disso, quando se trata da funcéo cardiaca, poucos
estudos mostram o efeito do telmisartan na contratilidade miocéardica o que destaca ainda
mais a importancia do nosso estudo.

Nosso modelo de estudo mimetiza um homem adulto hipertenso com deficiéncia na
producédo de testosterona, principal hormoénio masculino. Com a idade avancada ha uma
reducdo progressiva na producdo de testosterona o que aumenta a prevaléncia de
doencas cardiovasculares em homens (DARIUSH MOZAFFARIAN et al., 2016).

O unico estudo que demonstra o efeito do telmisartan na contratilidade foi realizada
por Mustafa Emre e colaboradores (2009), com musculos papilares isolados de ratos
wistar diabéticos onde demonstram que a exposicdo ao telmisartan por 8 semanas
melhorou a contratilidade, restaurando TTP e tempos de relaxamento (TR50%),
indicando que a a¢éo do telmisartan tem efeitos no manejo do céalcio no musculo cardiaco
(EMRE; KAVAK; UNLUGENC, 2010).

O telmisartan é o Ultimo dos antagonistas dos receptores AT1 com propriedades
farmacoldgicas impares definida por uma longa duracdo de acado e alta lipofilicidade
(DEROSA et al., 2004). Possui, também, propriedades agonisticas parciais de PPAR-y
(uma superfamilia de receptores nucleares de fatores de transcricdo) que podem conferir
propriedades cardiometabdlicas benéficas em pacientes hipertensos ou ratos, como
mencionado na Introdu¢do (BENSON SC, PERSHADSINGH HA, HO CI, 2004).

A ativacdo de PPAR-y regula a ativacdo da proteina-1, o transdutor e ativador de
sinal de transcricédo e da via da NF-kB, inibindo mais ainda a produgao de mediadores e
citosinas pro-inflamatdrias, atenuando o estresse oxidativo, e a a inflamacao
(MERSMANN et al., 2008). Segundo alguns estudos, a ativacdo de PPAR-y aparenta ser
um mecanismo inovador para mediar os efeitos benéficos dos receptores da angiotensina
(BENSON SC, PERSHADSINGH HA, HO CI, 2004; GOYAL, Sameer et al., 2010;
IKEJIMA et al., 2008).
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Posto isso, 0 passo seguinte do nosso estudo foi examinar a participagéo do PPAR-
y na prevenc¢ao da queda de contratilidade observado no tratamento com o telmisartan.
Para tal fim, foi criado um grupo onde os ratos orquiectomizados foram tratados com
temilsartan mais um inibidor de PPAR gama (OQT+ Tel +BADGE). Com o efeito do
telmisartam apenas no bloqueio dos receptores do AT1 também houve uma prevencéo
da queda da contragdo em musculos papilares isolados de SHR OQT, das derivadas
positivas e negativas, com uma reducdo no tempo de ativagdo e um tempo de
relaxamento inalterado (Figura 5).

Curiosamente, quando mensuramos a resposta inotropica ao calcio, ativacéo beta
adrenérgica e, indiretamente, o influxo transarcolemal de célcio (através da PRC), além
de prevenir a queda observada no OQT, essas respostas foram aumentadas em relacéo
ao grupo sham e ao préprio grupo OQT+Tel, sugerindo que o efeito do telmisartan na
prevencao da perda de contratilidade presente no grupo OQT € maior quando o efeito &
exclusivo no bloqueio dos receptores AT1 (Figura 7). E ainda, quando avaliamos
indiretamente a recaptacdo do calcio pelo RS pelo protocolo PPP citado acima, esse
grupo apresentou uma reducdo na potenciacdo da forca relativa ap0s as pausas
comparado com os demais grupos.

De fato, esse grupo (tel + BADGE) apresentou maior expressdao de NCX e uma
reducdo do PLB total sem alteracdo na expressdo da PBL ser® e da SERCA 2. Esses
dados juntos indicam que, embora tenha uma redug¢do no PBL, com uma expressao
normal da SERCA, indicando uma SERCA mais ativa, o calcio provavelmente esta sendo
extrudado principalmente pelo sarcolema em vez de ser recaptado pelo RS, o que pode
ter reduzido essa pontenciacdo apds pausa presente no grupo OQT+Tel+BADGE.

Esse upregulation de NCX, reduzindo a recaptacéo do calcio pelo RS pode ter sido
um mecanismo reflexo a esse aumento grande de influxo de célcio. O calcio € um ion em
maior abundéancia no meio extracelular e a sua presenca em grande quantidade no meio
intracelular pode desencadeiar varios outros mecanismos deletérios para o coracao,
como a ativacdo de vias apoptéticas e saturacdo do RS com possibilidade de arritmia
decorrente de emissdes espontaneas de calcio do RS (BERS, 2002). Assim sendo esse
upregulation do NCX pode ter sido um mecanismo compensatorio a esse incremento de
calcio intracelular.

Ainda nesse contexto, assumimos que esse aumento do influxo de calcio
transarcolemal observado, avaliado pelo protocolo PRC, seja o protagonista de todos os
resultados encontrados com o co-tratamento telmisartam e o BADGE. Esse co-

tratamento aumentou em 110% a PRC, 0 que provocou um incremento nas respostas
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inotrépicas avaliadas (respostas ao incremento de calcio e ativagcdo beta adrenérgica)
acima do grupo OQT tratado s6 com telmisartan (Figura 7).

Essa conclusdo ganha mais peso ainda quando olhamos o comportamento da
curva de calcio, onde houve um aumento na responsividade ao célcio nas doses iniciais,
porém, sem alteracdo na resposta maxima (Figura 7A). Dado que a responsividade ao
calcio envolve a entrada de célcio pelo sarcolema e a saturagdo dos sitios de ligacéo de
calcio no sarcébmero, este conjunto de dados sugere que o efeito do co-tratamento com
telmisartam e o BADGE realmente ocorre principalmente pelo aumento do influxo de
calcio sem alterar a sensibilidade de proteinas contrateis (Figura 7C). Entretando para a
confirmacdo desses resultados experimentos adicionais mais especificos, como a
avaliacdo de atividade dos canais de célcio tipo L pelo patch clamp e do transiente de
calcio, sdo necessarios e nao foram realizadas no presente estudo.

No coracdo, como ja citado acima, o calcio desempenha um papel chave no
acoplamento excitacdo-contracao cardiaca, o processo pelo qual ocorre a contragdo dos
midcitos em resposta a estimulacdo elétrica (BERS, 2002). Nos miécitos cardiacos, o
ciclo contratil € iniciado pela entrada de calcio via canais de célcio do tipo L ativados por
voltagem.

Esse influxo transarcolemal de célcio desencadeia a abertura dos receptores de
rianodina (RyRs), através dos quais grandes quantidades desse ion séo liberadas do RS,
um processo denominado liberacdo de Calcio induzida por Calcio. Com isso, a
concentracéo de Ca?* no citosol varia de aproximadamente 107 M no repouso até 10> M
durante o potencial de acdo (BERS; SHANNON, 2013).

O Ca?* disponivel no citoplasma se liga as proteinas contrateis para disparar a
contracdo. Durante a diastole, o calcio se desassocia dos miofilamentos e € recaptado
de volta ao RS pela SERCA e para o meio extracelular pelo NCX o que leva ao
relaxamento do musculo. (BERS; SHANNON, 2013).

No nosso trabalho a inibicho do PPAR-y pelo BADGE, sugere um aumento do
influxo de célcio transarcolemal avaliada de forma indireta, onde observou-se aumento
de 39% da PRC, do tratamento s6 com telmisartan, para 110%, ou seja, um incremento
de 71% da PRC, sugerindo aumento no influxo de calcio (Figura 7C).

Esse achado nos permite inferir que o principal efeito da ativacdo do PPAR-y, pelo
telmisartan, na contratilidade de ratos SHR OQT, supostamente, seja a modulagéo da
funcéo dos canais de calcio do tipo L no cardimiécito. No nosso trabalho, possivelmente
a ativacao desses receptores pelo telmisartan atenua o influxo de calcio pelo sarcolema,

dado que, a sua inibicdo provocou um aumento de 71% da PRC. Heppner TJ e
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colaboradores (2005) demonstram que a ativacao desses receptores pela pioglitazona e
outros agonistas do PPAR-y diminui a funcéo do canal de calcio em células musculares
lisas recém-isoladas de artéria mesentérica (HEPPNER et al., 2005).

Todavia em um estudo com cardimiocitos isolados de neonatos foi demonstrado
que o tratamento com telmisartan atenua a expressao de canais de calcio do tipo L e que
essa atenuacdo podera ser independente da ativacdo do PPAR-y (MORISHIMA et al.,
2009).

Contudo, alguns estudos indicam que os resultados obtidos da ativacdo do PPAR-
y sado complexos, com efeitos adversos e benéficos, sem 0os mecanismos esclarecidos, o
que o torna importante estudar os efeitos dos agonistas do PPAR-y sob diferentes
condicBes patoldgicas (LEE, Ting-1 et al., 2013; NISSEN, 2007; VIDAL-PUIG et al., 1996).

Esse aumento de PRC, sugestivo de um aumento de influxo transarcolemal de
calcio, observado com o efeito exclusivo nos receptores AT1(OQT+Tel+ BADGE) poderéa
nao ser um efeito benéfico para o coracdo dos ratos SHR OQT. A presenca de aumento
do calcio intracelular também desempenha um papel importante em fisiopatologia como
as arritmias, isquemia e insuficiéncia cardiaca.

O caélcio acumulado no citosol causa um inchago nas mitocondrias que pode
participar da producdo de ROS, morte celular programada e a necrose no infarto agudo
do miocardio e na isquemia (WEBSTER, 2012). E ainda, esse acumulo de calcio pode
provocar saturacdo do RS e assim, instaurar um quadro de arritmia cardiaca devido a
emissdes espontaneas de calcio (BERS, 2002).

Em razdo disso, sugerimos que nesse presente estudo realizado em ratos
hipertensos com deficiéncia de testosterona, a ativacdo do PPAR-y pelo telmisartan
desempenha um papel benéfico, atenuando a entrada de calcio pelos canais de calcio
do tipo L, impedindo assim, a instauracdo de um quadro de sobrecarga de calcio.

Ademais, podemos perceber pelos nossos resultados que, esse mesmo grupo
OQT+Tel+ BADGE a expressdo do NCX foi aumentada. Acreditamos que essa
upregulation de NCX encontrada nesse grupo ja foi um mecanismo ativado como forma
de extrusdo desse calcio em excesso na tentativa de evitar essa sobrecarga de calcio.
Outrossim, estudos demonstram que um aumento na atividade do NCX, também,
contribui para o aparecimento dessas doencas sendo ele o denominador comum na
mediacao das fisiopatologias mencionadas acima (POTT; ECKARDT; GOLDHABER,
2011).

Em certas condi¢cbes, o modo de transporte de calcio pelo NCX pode ser invertido,
onde a funcao de extrusao de calcio pelo sarcolema é trocado pelo de influxo de calcio
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(LEBLANC; HUME, 1990; LIPP; NIGGLI, 1994). Assim, na presenca de sodio intracelular
aumentado, presente normalmente nessas doencas, a extrusdo de calcio é reduzida ou
até mesmo invertida, de modo que passa a ter extrusao de sédio e um influxo de calcio,
participando assim do acumulo de calcio citosélico (LARBIG et al., 2010).

Evidéncias, portanto, reforcam a nossa ideia de que ativagcdo do PPAR-y no nosso
estudo pelo telmisartan desempenha um papel benéfico, ja que, com a sua inibicdo o
coracao teve que recrutar um mecanismo para impedir uma alteracdo importante
(sobrecarga de célcio) que em dado momento pode vir, de forma semelhante, a contribuir
para o aparecimento dessa mesma alteragao.

Dessa forma, corroborando com estudos citados aqui, que a ativagao de PPAR-y
seja um mecanismo inovador para mediar os efeitos benéficos dos receptores da
angiotensina. (BENSON SC, PERSHADSINGH HA, HO ClI, 2004; GOYAL, Sameer et al.,
2010; IKEJIMA et al., 2008).

Ademais, ao que tudo indica, todos esses nossos achados nao tém relagdo com a
guantidade de receptores PPAR-y presentes no coragdao, uma vez que, quando
investigamos a expressao desses receptores no coracdo nem a orquiectomia e nem a
propria inibicdo pelo BADGE foi capaz de alterar a expresséo proteica desse receptor
(figura 7 1). PPARYy € expresso em uma ampla variedade de tecidos, incluindo coragéo,
coélon, intestino delgado e grosso, rins, pancreas e baco (FAJAS et al., 1997).

Farmacos cujo o efeito é ativacdo desses receptores vem sendo utilizadas na
pratica clinica, no tratamento de doencas como aterosclerose, diabetes tipo 2 e
hipertensdo (KERSTEN; DESVERGNE; WAHLI, 2000; TAVARES V, HIRATA RDC,
2003). No nosso trabalho apresentamos alguns resultados que sugerem que a presenca
e a ativacdo dos PPAR- y no coracédo pode influenciar em como esse 6rgao se comporta
em algumas fisiopatologias que venha, de alguma forma, alterar o seu funcionamento
normal.

Conhecidamente, os hormoénios sexuais, em especial a testosterona, e 0 SRA
também tem em comum a capacidade de induzir alteracdes na morfologia cardiaca e
esta, por sua vez, tem influéncia na funcao contréatil do miocardio. A hipertrofia cardiaca
constitui-se num mecanismo em que a massa cardiaca € aumentada em resposta a um
aumento de sua atividade ou de sobrecarga funcional (FEL, 1993; JALIL et al., 1989;
WEBER et al., 1990).

A hipertrofia ventricular esquerda é um dos mais importantes fatores de riscos para
doencas cardiovasculares. Em nossos achados, a orquiectomia nao alterou o peso dos

coracdes de ratos, assim como néo teve efeito no contetdo de colageno (tabelal, figura

71



8). Contundo, o perimetro e a area nuclear foram reduzidos, sugerindo que neste
presente estudo a deficiéncia de testosterona reduziu o trofismo cardiaco, porém sem
reduzir deposicao de colageno.

Este resultado sugere ainda que as alteracbes na forca desenvolvida e nos
mecanismos envolvidos em sua geragdo sdo independentes de alteracdo morfologica.
Corroborando com esses achados, Dalpiaz e colaboradores (2015) demonstram que
SHR machos com 7 semanas de OQT, igualmente, apresentaram uma reducdo na
hipertrofia cardiaca (DALPIAZ et al., 2015). Jay S. Mishra e colaboradores (2016)
demonstram também que a orquiectomia pode ter relacdo com a deposi¢ao de colageno
no coracdo. Neste estudo demonstram que 28 dias de castracdo foi capaz de reduzir a
fibrose cardiaca pela reducdo da deposicao de colageno, entretanto, diferentemente do
presente estudo, foi realizado em ratos machos wistar (MISHRA; HANKINS; KUMAR,
2016).

Diversas evidéncias indicam que a Ang Il € um fator determinante para estimular a
hipertrofia de cardiomidcitos, proliferacdo de fibroblastos e producdo de matriz
extracelular na remodelacdo do VE (ZHAO et al., 2010). Além disso, ja € demonstrado
similarmente que na hipertrofia cardiaca patolégica ha um aumento da expressédo dos
componentes do SRAA, compreendendo a enzima conversora de angiotensina (ECA), o
angiotensinogénio e o receptor AT1 (MILL et al., 1998). Ja existe evidéncia que a
deficiéncia de testosterona possui a capacidade de reduzir a hipertrofia e fibrose cardiaca
precisamente por reduzir a atividade do SRA. Estes estudos demonstram que na
presenca de testosterona ha uma maior producéo de renina e angiotensinogénio e um
aumento na relacdo AT1R/AT2R vascular, principais receptores deste sistema,
aumentado a atividade do referido sistema (MISHRA; HANKINS; KUMAR, 2016; JAMES,
G D et al., 1986; CHEN; NAFTILAN; OPARIL, 1992). Assim sendo, achamos que essa
reducdo na area e no perimetro nuclear sugestivo de uma reducéo da hipertrofia no nosso
estudo, seja pela reducéo na atividade do SRA, mesmo sem ter alterado a expresséao dos
receptores AT1 no coracéo.

Todavia, o grupo tratado com telmisartan apresentou uma diminuicdo do peso dos
ratos OQT, peso dos coracdes, uma reducdo ainda mais da area e do perimetro nuclear
(Tabela 1), sem alterar a quantidade de colageno (figura 8), sugerindo que o efeito da
testosterona sobre o SRA pode contribuir para o aparecimento da referida hipertrofia
cardiaca e que, igualmente, o seu bloqueio do SRAA pode prevenir e/ou reverter tal

alteracao.
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Um dos principais objetivos do tratamento da hipertensdo € impedir ou melhorar
danos nos principais orgaos-alvo. Uma das manifestagées mais predominante de danos
de 6rgaos-alvo na hipertensédo é o desenvolvimento de hipertrofia e fibrose ventricular
esquerda (KOREN et al.,, 1991). No nosso estudo demonstramos que o telmisartan,
mesmo néo tendo reduzido o colageno, possui a capacidade de prevenir uma hipertrofia
cardiaca.

Essa capacidade é relata em um outro estudo realizado em ratos wistar submetidos
a hipertrofia cardiaca pelo uso isoproterenol, no qual foi demonstrado, de igual forma,
que o tratamento com telmisartan via oral por 20 dias foi capaz de reduzir a hipertrofia
(GOYAL, Bhoomika R; MEHTA, 2012). E ainda, Xiao-Cong Zeng e colaboradores (2013)
demonstram que o telmisartan € eficiente na protecéo contra a disfuncdo microvascular
durante a leséo de isquemia / reperfusdo miocardica por ativacdo do PPAR-y em coelhos
submetidos a 60 minutos de isquemia pela oclusao da artéria coronaria (ZENG; LI; WEN,
2013).

Estudos clinicos demonstram que o bloqueio do SRA causa regresséao da hipertrofia
e da fibrose cardiaca de forma mais eficaz do que outras classes de agentes anti-
hipertensivos com niveis semelhantes de controle da presséao arterial (DEVEREUX et al.,
2004; MATHEW et al., 2001; SCHMIEDER; MARTUS; KLINGBEIL, 1996).

Curiosamente, no presente estudo, embora a relacdo peso do coracdo /
comprimento da tibia no grupo tratado com telmisartan mais BADGE néao foi alterada, a
quantidade de colageno foi menor quando comparado ao grupo sham. Ainda mais
interessante, esse grupo apresentou maior massa cardiaca e tamanho nuclear.
Acreditamos que este resultado esteja relacionado com o aumento da expresséao proteica
dos receptores AT1 observada no grupo apenas com telmisartan.

A upregulation dos receptores de AT1 pode ter deixado receptores livres e isso pode
ter prevenido uma reducao significativa do conteudo de colageno, observado no grupo
BADGE. Ja é demonstrado que antagonista de receptores AT1 aumentam de forma
reflexa a producédo de Angio Il, e com esses receptores AT1 livres, a Angio Il pode estar
agindo sobre eles impedindo o caimento deste colageno.

O principal achado do presente estudo revela que o tratamento com telmisartan por
8 semanas normaliza a presséao arterial em ratos SHR OQT e conjuntamente previne a
gueda da contratilidade de musculos papilares isolados imposta pela orquiectomia. Esse
efeito parece estar relacionado com um aumento no fluxo transarcolemal de célcio, com
consequente aumento nas respostas inotropicas do coracao (ativacdo beta adrenérgica

e resposta das proteinas contrateis), sem alteracéo na atividade do RS. E ainda, sugere-
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se também que o efeito parcial na ativacdo do PPAR-y pelo telmisartan possivelmente,
desempenha um papel importante nessa prevenc¢do da queda contratilidade de musculos
papilares de ratos SHRs OQT pelo seu efeito de atenuar esse influxo transarcolemal de
calcio, impedido um incremento intracelular de calcio acima do normal e assim o
aparecimento de uma sobrecarga de calcio. Mediante estas informagfes, a importancia
desse estudo reside no fato de avaliar e tornar mais conhecido o efeito do telmisartan
sobre a contratilidade cardiaca. O uso de farmacos antagonistas dos receptores AT1 tem
sido muito usado para o tratamento de inimeras fisiopatologias como a hipertensao e
hipertrofia do ventriculo esquerdo. Com o nosso estudo criamos mais evidéncias que
demonstram que a ativacdo dos PPAR-y pode contribuir para os efeitos benéficos
apresentados pela inibicdo do SRAA em doencas como a hipertensao e situacdes de
privacdo hormonal. E importante ressaltar que a deficiéncia de testosterona é uma
realidade entre homens acima dos 40 anos constituindo um sério problema de saude

publica pelo fato de ser um preditor de varias doencas cardiovasculares importantes.
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7. CONCLUSAO:

No presente trabalho, demonstramos que o prejuizo na contratilidade de musculos
papilares isolados de ratos espontaneamente hipertensos e orquidectomizados, é
prevenida pelo tratamento por 8 semanas com telmisartan. Sugere-se que 0 mecanismo
envolvido na prevencao da queda de contratilidade observadas nesses animais se deve,
pela menos em parte a reducdo da sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio e a
resposta Beta adrenérgica, sem alterar, no entanto, a funcdo do RS e o influxo
transarcolemal de calcio. Portanto, os dados do presente estudos sugerem que O
telmisartan se constitui uma forma eficiente para a prevencéo dos prejuizos que a falta
de testosterona e a hipertensdo possa causar na contratilidade cardiaca. E ainda por
altimo, foi demonstrado também que a capacidade de ativar parcialmente o PPAR-y pelo

telmisartan pode agregar beneficios no tratamento com o referido farmaco
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