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RESUMO 

 

Os hormônios sexuais masculinos têm sido associados com risco de doenças 

cardiovasculares, porém essa relação não está completamente esclarecida. 

Estudos que buscam elucidar o papel dos andrógenos sobre reatividade vascular 

têm apontado divergências, principalmente acerca da participação desses 

hormônios relacionados a idade. Nossa hipótese é que a presença dos hormônios 

sexuais masculinos, no decorrer da idade, seja capaz de prejudicar a reatividade 

vascular. Diante disso, o objetivo deste estudo foi fazer uma avaliação temporal da 

reatividade vascular de artérias mesentéricas de terceira ordem, a fim de esclarecer 

a participação dos andrógenos na função vascular em ratos. Para esse estudo 

foram utilizados ratos Wistar e os protocolos realizados foram previamente 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do 

Espírito Santo (CEUA – UFES, número 07/2016). Animais com oito semanas de 

idade foram divididos em Sham e orquiectomizados (ORX), e foram avaliados 15, 

30, 60 e 75 dias pós cirurgia. A reatividade vascular foi avaliada em artérias 

mesentéricas de terceira ordem. Para tanto, foram construídas curvas 

concentração-resposta à acetilcolina (ACh, 0,1 nM – 10 uM) em artérias 

previamente contraídas com fenilefrina (PE, 3 uM), antes e após o uso de inibidores 

da óxido nítrico sintase (NOS) (Nω-nitro-L-arginine methyl ester – L-NAME 300 uM) 

ou ciclooxigenase (COX) (indometacina – INDO 10 uM), de modo individual ou 

combinada. Também foram realizadas curvas concentração-resposta à PE (1nM - 

100μM). As dosagens de óxido nítrico (NO), ânion superóxido (O2●-) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) foram realizadas no tecido vascular por meio da marcação 

fluorescente com 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2DA), 2', 7' 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA) e dihydroethidium (DHE), 

respectivamente. As Análises histomorfométricas foram realizadas por marcação 

com Hematoxilina-Eosina e microscopia eletrônica de varredura nas artérias 

estudadas. Os parâmetros pressóricos foram avaliados por meio de medidas 

indireta (pletismografia de cauda) e direta (canulação da artéria femoral) da pressão 

arterial nas artérias estudadas. O grupo Sham-75d apresentou prejuízo no 

relaxamento dependente do endotélio comparado com os outros grupos Sham e 

ORX. Todos os grupos estudados apresentaram uma resposta vasodilatadora 



 

 

independente da via dos prostanoides e dependente da via do NO, porém essa 

dependência parece ser menor no grupo Sham-75d. O grupo Sham-75d apresentou 

menor produção de NO e H2O2 e maior produção de O2●-. Embora os animais Sham-

75d tenham apresentado diferenças morfológicas e funcionais nas artérias 

mesentéricas de terceira ordem em relação aos demais animais, não foi observado 

alteração na pressão arterial entre os grupos ao longo do tempo de observação. 

Nossos dados mostram que os hormônios sexuais masculinos parecem exercer um 

importante papel no desenvolvimento de alterações vasculares que pode levar a 

prejuízos na reatividade vascular de artérias mesentéricas o que poderia se 

relacionar com início das alterações cardiovasculares referente ao fator idade no 

sexo masculino. 

 

Palavras chave: Andrógenos, reatividade vascular, artéria mesentérica de terceira 

ordem, endotélio, avaliação temporal  

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Male sex hormones have been associated with a risk of cardiovascular disease, but 

this relationship is not fully understood. Studies that aim to elucidate the role of 

androgens on vascular reactivity have pointed out divergences, mainly regarding 

the participation of these hormones related to age. Our hypothesis is that the 

presence of male sex hormones, over the age, is able to impair the vascular 

reactivity. Therefore, the objective of this study was to make a temporal assessment 

of the vascular reactivity of third-order mesenteric arteries, in order to clarify the 

participation of androgens in the vascular function in rats. In this study Wistar rats 

were used and the protocols performed were previously approved by the Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Espírito Santo (CEUA - 

UFES, number 07/2016). Eight-week-old animals were divided into Sham and 

orchiectomized (ORX), and were evaluated 15, 30, 60 and 75 days after surgery. 

Vascular reactivity was assessed in third-order mesenteric arteries. For this 

purpose, concentration-response curve to acetylcholine (ACh, 0.1 nM - 10 uM) it 

were constructed in arteries previously contracted with phenylephrine (PE, 3 uM), 

before and after the use of nitric oxide synthase (NOS) (Nω-nitro-L-arginine methyl 

ester - L-NAME 300 uM) or cyclooxygenase (COX) (indomethacin - INDO 10 uM), 

inhibitors individually or in combination. PE concentration-response curve (1nM - 

100μM) was also performed. Nitric oxide (NO), superoxide anion (O2●-) and 

hydrogen peroxide (H2O2) dosages were performed on vascular tissue using 

fluorescent labeling with 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2DA), 2', 7' 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA) and dihydroethidium (DHE), 

respectively. Histomorphometric analysis were performed by staining with 

Hematoxylin-Eosin and scanning electron microscopy in the studied arteries. Blood 

pressure parameters were assessed by indirect (tail plethysmography) and direct 

(femoral artery cannulation) measurements. The Sham-75d group showed 

impairment in endothelium-dependent relaxation compared to the other Sham and 

ORX groups. All groups studied showed a prostanoid-independent and a NO-

dependent vasodilatory pathway response, however this NO dependence seems to 

be less in the Sham-75d group. The Sham-75d group had a lower NO, and H2O2 

production and a higher O2●- production. Although Sham-75d animals showed 



 

 

morphological and functional differences in the third-order mesenteric arteries in 

comparation to the other animals, there was no change in blood pressure among 

the studied groups over the observation period. Our data show that male sex 

hormones appear to play an important role in the development of vascular changes 

that can lead to impaired vascular reactivity in mesenteric arteries, which could be 

related to the onset of cardiovascular changes related to the age in males. 

 

Keywords: Androgens, vascular reactivity, third-order mesenteric artery, 

endothelium, temporal evaluation. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. DOENÇAS CARDIOVASCULARES E ANDRÓGENOS 

 

As doenças cardiovasculares lideram como principal causadora de morte no mundo. 

Estimativas apontam que em 2015, aproximadamente 17,9 milhões das pessoas 

acometidas por doenças cardiovasculares evoluíram a óbito, o que corresponde a 

aproximadamente 31 % de todas as mortes registradas (WANG et al., 2016; 

KISHORE et al., 2018). Um estudo sobre a epidemiologia das doenças 

cardiovasculares em países que falam português, apontou que, no Brasil, no 

período de 1990 a 2016 a taxa de mortalidade por doenças cardiovasculares chegou 

a 30 % (NASCIMENTO et al., 2018). Esses dados se relacionam ao aumento da 

população idosa, bem como inadequada qualidade de vida da população, com por 

exemplo: sedentarismo, obesidade e estresse, fatores que levam ao aumento da 

mortalidade por doenças cardiovasculares (PRÉCOMA et al., 2019). 

 

É conhecido que os homens são mais susceptíveis ao desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares quando comparados às mulheres na pré-menopausa (BENJAMIN 

et al., 2018), atribuindo-se assim aos hormônios sexuais femininos, um papel 

protetor sobre sistema cardiovascular (FARHAT; LAVIGNE; RAMWELL, 1996; 

MOSCA et al., 2007; MILLER; MITCHELL HARMAN, 2017). O sexo masculino, por 

sua vez, é apontado como fator de risco cardiovascular (MALACHIAS et al., 2016; 

PRÉCOMA et al., 2019), embora o papel dos hormônios sexuais masculinos sobre 

esse sistema ainda seja controverso (PANTALONE et al., 2019). Desta forma, as 

diferenças promovidas pelos hormônios sexuais masculinos parecem desempenhar 

um papel fundamental na modulação do sistema cardiovascular, conduzindo a um 

maior risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares (MCCULLOCH; 

RANDALL, 1998; ROSANO; SPOLETINI; VITALE, 2017).  
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1.2. PAPEL CONTROVERSO DOS ANDRÓGENOS 

 

O risco de eventos cardiovasculares adversos, bem como de mortalidade 

associados a terapia de reposição com andrógenos, é controverso (PANTALONE 

et al., 2019). Estudos que tiveram como objetivo investigar o papel dos andrógenos 

nos sistemas vasculares demonstraram que a ação desses hormônios ainda não foi 

completamente esclarecida (HERMAN et al., 1997; PERUSQUÍA; STALLONE, 

2010; TOSTES et al., 2016). Por exemplo, nos anos 90, foi sugerido que níveis 

reduzidos de testosterona se associaram a melhora da função endotelial em 

homens adultos (HERMAN et al., 1997). Além disso, em diferentes modelos 

animais, os hormônios sexuais masculinos apresentaram efeitos deletérios na 

parede arterial tanto de fêmeas (ADAMS; WILLIAMS; KAPLAN, 1995; MCCREDIE 

et al., 1998; TEOH et al., 2000; COSTA et al., 2015), quanto de machos (SCHRÖR 

et al., 1994; TEOH et al., 2000). Contudo, já na década de 2000, um outro ponto de 

vista sobre a ação vascular dos andrógenos foi apresentado à comunidade 

científica. Ou seja, estudos realizados com o intuito de avaliar os efeitos da 

testosterona demonstraram ações benéficas sobre o sistema vascular (WU; VON 

ECKARDSTEIN, 2003; TRAISH; GALOOSIAN, 2013; TRAISH, 2014). Com esse 

cenário, ficou evidente o papel controverso dos hormônios sexuais masculinos 

sobre o ambiente vascular e que o conhecimento sobre suas ações dependia de 

estudos adicionais (PERUSQUÍA; STALLONE, 2010; LOPEZ; CANFIELD; WANG, 

2016; LOO et al., 2017).  

 

 

1.3. ANDRÓGENOS, UMA ABORDAGEM HISTÓRICA 

 

Os efeitos dos hormônios testiculares são conhecidos desde a antiguidade, bem 

como as alterações físicas e comportamentais advindas da diminuição na produção 

dos andrógenos, hormônios esteroides responsáveis por conferir características 

masculinas (NIESCHLAG; NIESCHLAG, 2014, 2019). Uma abordagem histórica 

aponta que a mutilação do órgão sexual masculinos atendeu a diversos propósitos. 

Dentre esses, manter escravos leais e obedientes, como forma de punição por 

delitos, bem como era conhecido que a castração na idade pré-púbere era capaz 
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de promover, em meninos, vozes altas (soprano) resultando em cantores de ópera 

que se apresentavam em óperas nos séculos XVII e XVIII (NIESCHLAG; 

NIESCHLAG, 2019). A castração também era realizada por recomendação para 

tratamento de diversas doenças durante a idade média (até século XV) (MELICOW, 

1977). Contudo, na tentativa de observar possíveis alterações vindas das secreções 

testiculares constam os transplantes, realizados por John Hunter, inserindo 

testículos de galos na cavidade peritoneal de galinhas em meados do século XVIII 

(SETCHELL, 1990).  

 

As primeiras descrições acerca de que substâncias produzidas pelos testículos 

pudessem modular a atividade de células distantes, bem como promover alterações 

de comportamento datam de 1849 por Arnold Adolph Berthold (1803-1861). Em seu 

artigo (Über die Transplantation der Hoden) (BERTHOLD, 1849), Arnold Adolph 

Berthold, um fisiologista alemão, demonstrou que o transplante de testículos entre 

indivíduos da mesma espécie (experimento realizado em galos) foi capaz de 

influenciar o desenvolvimento de todo organismo, dando assim grande contribuição 

no campo da endocrinologia, sendo o primeiro a postular o efeito endócrino do 

testículo (BARTEN; NEWLING, 1996). Frente a essas descobertas, a comunidade 

médica passou a realizar implantes humanos de testículos retirados de vítimas de 

acidentes, condenados executados, bem como de carneiros jovens (LYDSTON, 

1916; STANLEY, 1920).  

 

O auge da utilização de testículos em transplantes ou até mesmo para consumo 

(conhecido por organoterapia) só ocorreu no final do século XIX com as descrições 

do fisiologista e neurologista Charles-Édouard Brown-Séquard e seus 

colaboradores. Após autoaplicação, via injeções subcutâneas, de um extrato 

testicular (sangue das veias testiculares, sêmen e extrato de testículos de cães ou 

cobaias), Brown-Séquard (aos 72 anos), relatou melhora considerável na sua saúde 

(BROWN-SÉQUARD et al., 1889). Embora tenha sido efeito placebo (CUSSONS et 

al., 2002), esse procedimento começou a ser conhecido pela população e 

comercializado pelo mundo ocidental (BORELL, 1976). 
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O isolamento do primeiro andrógeno, porém, só ocorreu em 1931, pelo químico 

alemão Adolf Butenandt utilizando urina de jovens policiais, de onde conseguiu 

isolar a androsterona, (BUTENANDT, 1931). Contudo, um andrógeno mais ativo, 

comparado a androsterona , extraído do testículo de touro, foi isolado em 1935 por 

um grupo de pesquisa coordenado pelo médico e farmacologista Ernst Laqueur e a 

esse novo andrógeno foi dado nome de testosterona (testo = testículo, ster = esterol 

e ona = cetona) (DAVID et al., 1935). Ainda em 1935, a síntese química da 

testosterona foi publicada por dois diferentes grupos de pesquisa, liderados por 

Adolf Butenandt (BUTENANDT; HANISCH, 1935) e Leopold Ruzicka (RUZICKA; 

WETTSTEIN, 1935). Em 1939 esses dois pesquisadores receberam o Prêmio Nobel 

de Química pelos seus trabalhos acerca dos hormônios esteroides, contudo 

Butenandt teve que recusar a premiação, forçado pelo governo nazista (OETTEL, 

2004), recebendo assim a medalha e o diploma da premiação mais de 10 anos 

depois, em 1949 (NIESCHLAG; NIESCHLAG, 2019).  

 

Todos esses estudos foram um marco do início da farmacologia clínica, bem como 

da bioquímica moderna, acerca dos hormônios sexuais e da fisiologia reprodutiva 

masculina (NIESCHLAG; NIESCHLAG, 2014, 2019; TYAGI et al., 2017; 

MORGENTALER; TRAISH, 2018). Outro marco importante foi a descrição da 

aromatização, processo de conversão da testosterona em estrogênio, descrita 

ainda na década de 30 (STEINACH; KUN, 1937). Contudo, diante da evolução 

acerca do conhecimento bioquímico dos hormônios androgênicos, curiosamente, 

somente em 1968, mais de 30 anos depois, foi publicado o primeiro artigo 

descrevendo a conversão de testosterona em seu metabólito 5α-diidrotestosterona 

(DHT), considerado mais ativo (BRUCHOVSKY; WILSON, 1968), bem como o 

avanço do conhecimento da biossíntese dos hormônios esteroides e na 

compreensão bioquímica das várias enzimas e cofatores esteroidogênicos 

(MILLER; AUCHUS, 2011). 
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1.4. BIOSSÍNTESE DOS ANDRÓGENOS - ESTEROIDOGÊNESE 

 

A testosterona é um importante hormônio esteroide masculino da família dos 

andrógenos. Aproximadamente 95 % da testosterona endógena é produzida e 

secretada pelas células de Leydig testículares (WEN; CHENG; LIU, 2016). 

Pequenas quantidades de testosterona também são secretadas pela zona reticular 

das glândulas suprarrenais (SÁ et al., 2009). Os níveis plasmáticos de testosterona 

em homens variam entre 10 e 30 nM, com níveis mais baixos encontrados em 

mulheres (entre 0,6 e 2,5 nM) (BURGER, 2002).  

 

A via clássica de biossíntese dos andrógenos acontece nas células de Leydig 

(WEN; CHENG; LIU, 2016). Esta é uma célula testicular altamente especializada 

para a produção de andrógenos e expressa todos os genes necessários que são 

comuns aos órgãos produtores de andrógenos (MILLER; AUCHUS, 2011). Após 

estimulação pelo hormônio luteinizante, produzido pela hipófise anterior, em seu 

receptor específico localizado na membrana das células de Leydig (DUFAU, 1998), 

há um aumento da produção de andrógenos (DUFAU, 1988). Os andrógenos, 

dentre eles a testosterona, tem o colesterol como seu precursor e são sintetizados 

por meio de uma série de reações enzimáticas que ocorrem no interior das 

mitocôndrias (WINTERS; TAKAHASHI; TROEN, 1999). Inicialmente, as moléculas 

de colesterol são transportadas para a mitocôndria (membrana interna) por meio da 

proteína reguladora aguda esteroidogênica (StAR) (CLARK; STOCCO, 1996). Na 

membrana mitocondrial interna o sistema de clivagem da cadeia lateral composto 

pela enzima CYP11A1 (P450scc), colesterol desmolase, converte o colesterol em 

pregnenolona (CLARK; STOCCO, 1996). Uma vez formada, a pregnenolona é 

transferida para o retículo endoplasmático, onde é convertida em testosterona por 

meio de uma série de reações enzimáticas e tem como precursores a progesterona, 

17α-hidroxiprogesterona e posteriormente androstenediona (via denominada Δ4) ou 

a pregnenolona, 17α-hidroxipregnenolona e subsequente formação de 

desidroepiandrosterona (DHEA) (via denominada Δ5) (WINTERS; TAKAHASHI; 

TROEN, 1999; MARCELLI, 2017). A figura 1 resume as etapas da esteroidogênese 

que ocorre nas gônadas masculinas. Depois de sintetizada, aproximadamente de 7 

a 10 % da testosterona pode ser convertida em um metabólito, diidrotestosterona 
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(DHT) via 5α ou β-redutase (BRUCHOVSKY; WILSON, 1968, 1999; PERUSQUÍA; 

STALLONE, 2010) e pequenas quantidades (aproximadamente 0,5 %) em 

estrogênio via enzima CYP19A1 (P450 - aromatase) (CLARK; STOCCO, 1996; 

OETTEL, 2002; PERUSQUÍA; STALLONE, 2010; MARCELLI, 2017; SCHIFFER; 

ARLT; STORBECK, 2018). De forma geral, a conversão da testosterona em seu 

metabólito DHT eleva, em cerca de 10 a 15 vezes, a afinidade do andrógeno pelo 

seu receptor (ASKEW et al., 2007; LOPES et al., 2012; FLÜCK; PANDEY, 2014).  

 

 

Figura 1 - Representação esquemática. Biossíntese e metabolismo dos hormônios esteroides. 

Fonte: MILLER; AUCHUS (2011) 

 

Em humanos (nos testículos) ocorre baixa conversão de androstenediona por meio 

da via Δ4, tendo como intermediário a progesterona e 17α-hidroxiprogesterona. Isso 

ocorre devido a menor atividade enzimática sobre a 17α-hidroxiprogesterona em 

comparação com a atividade sobre o substrato 17α-hidroxipregnenolona o que 

diminui a produção de testosterona por essa via (FLÜCK; MILLER; AUCHUS, 2003). 

Ao contrário, em roedores a síntese de testosterona é predominantemente via Δ4 

(FEVOLD et al., 1989).  
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Além da produção de mineralocorticoides e glicocorticoides, as suprarrenais 

também sintetizam andrógenos. A zona reticular do córtex das suprarrenais 

possuem todas as enzimas necessárias para a produção dos andrógenos, contudo, 

para a etapa final, da formação da testosterona, há uma menor expressão das 

enzimas necessárias para conversão dos seus precursores em testosterona, de 

modo que pelas suprarrenais há predominância para síntese de DHEA e 

androstenediona (MILLER; AUCHUS, 2011; FLÜCK; PANDEY, 2014). É importante 

destacar que a biossíntese dos precursores de DHEA e androstenediona é de 

grande importância para a produção dos estrógenos, de forma que a deficiência na 

formação desses precursores pode não somente levar a deficiência na formação de 

testosterona, mas também diminuir a produção de estrógenos que, como 

consequência, leva a problemas de desenvolvimento e infertilidade (FLÜCK; 

PANDEY, 2014).  

 

Após sua produção, a testosterona é rapidamente distribuída para os tecidos 

periféricos. Grande parte da testosterona sintetizada (cerca de 60 %) é transportada 

nos vasos sanguíneos ligada a sua proteína de ligação, SHBG (sex hormone 

binding globulin) e uma pequena quantidade (cerca de 0,5 – 4 %) permanece na 

sua forma livre (MENDEL, 1989). O restante da testosterona é transportado ligado 

a albumina (SIITERI et al., 1982; MENDEL, 1989). A testosterona, na sua forma 

livre, pode sinalizar seus efeitos, agindo de forma clássica, interagindo com seu 

receptor (receptor de andrógeno - AR) que, por sua vez, interage com elemento 

responsivo aos andrógenos, no núcleo celular, para exercer seus efeitos (LEE et 

al., 1999; CLAESSENS et al., 2001).  

 

A testosterona também pode desempenhar sinalização celular ligada à SHBG. 

Pertencente à família dos receptores acoplados a proteína G (NAKHLA et al., 1999; 

ROSNERA et al., 1999), o receptor para SHBG é encontrado em diversos tecidos 

(HRYB; KHAN; ROSNER, 1985; KRUPENKO; KRUPENKO; DANZO, 1994; 

FORTUNATI, 1999). A testosterona, uma vez ligada a sua globulina de transporte 

pode exercer suas ações, independente da interação com o ácido 

desoxirribonucleico (DNA), por meio da ativação do receptor para SHBG, levando 

ao aumento das concentrações de 3’, 5’-adenosina monofosfato cíclico (cAMP) e 



 

 

Andrógenos e reatividade vascular de artérias mesentéricas                                                                                33 

 

 

ativação da proteína cinase dependente de AMP (PKA), dando início a várias 

sinalizações celular (HEINLEIN; CHANG, 2002a). Além dessas, outras 

possibilidades de interação dos andrógenos com a célula alvo foram propostas por 

diversos autores, que vão desde a modulação de íons através da membrana 

plasmática ao aumento de segundos mensageiros de sinalização celular 

(KONOPLYA; POPOFF, 1992; BENTEN et al., 1999a, 1999b; HEINLEIN; CHANG, 

2002a; PERUSQUÍA; STALLONE, 2010; PERUSQUÍA et al., 2015).  

 

 

1.5. MECANISMOS DE AÇÃO DOS ANDRÓGENOS 

 

Os andrógenos são primordiais para o desenvolvimento das características 

masculinas no período embrionário e para maturação sexual durante a puberdade 

(ROY et al., 1999; HERALD et al., 2017). Os hormônios sexuais masculinos também 

são essenciais para manutenção das funções reprodutoras masculinas, bem como 

para modular o comportamento na fase adulta, além de influenciar a atividade de 

diversos outros tecidos (HEEMERS; VERHOEVEN; SWINNEN, 2006). É conhecido 

que as ações clássicas dos andrógenos ocorram por meio da ligação do hormônio 

com seu receptor (AR), um membro da superfamília de receptores nucleares 

ativados por ligantes que atua como fator de transcrição (MANGELSDORF; EVANS, 

1995), bem como pela ligação a outros receptores para esteroides, por exemplo: 

mineralocorticoides, glicocorticoides, estrogênio e receptores para progesterona 

(HEINLEIN; CHANG, 2002b).  

 

Foram identificadas duas isoformas dos ARs que são codificados pelo mesmo gene, 

a saber: receptor de andrógeno-A (AR-A) com 732 aminoácidos, pesando 87 kDa e 

receptor de andrógeno-B (AR-B) com 919 aminoácidos, pesando 110 kDa) 

(WILSON; MCPHAUL, 1994; LI; AL-AZZAWI, 2009). As isoformas dos ARs 

possuem funções distintas. Em células de origem mesenquimal (osteoblastos e 

fibroblasto de células epitelial do tecido genital) o receptor AR-B é responsável pela 

estimulação mitogênica por estímulos androgênicos que parece ser inibida pela 

ação do AR-A. (LIEGIBEL et al., 2003). Além disso, o AR-A parece não ser capaz 
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de formar alta afinidade com o DNA para modular a expressão de genes 

responsivos aos andrógenos (LIEGIBEL et al., 2003).  

 

Sabe-se que os ARs são expressos em uma ampla variedade de tecidos (WILSON; 

MCPHAUL, 1996), não restrita às células que formam os tecidos dos sistemas 

reprodutivos masculino e feminino. Eles também são encontrados no tecido 

epitelial, cartilaginoso, glândulas sebáceas, células do músculo cardíaco, células do 

musculo liso vascular e nas células endoteliais (NEGRO-VILAR, 1999; LIU; DEATH; 

HANDELSMAN, 2003). 

 

A via de sinalização “canônica” dos andrógenos, resumida na figura 2, envolve sua 

ligação com os ARs que modulam a transcrição gênica e síntese de proteína 

(GRINO; GRIFFIN; WILSON, 1990; BENNETT et al., 2010). Essa interação 

(hormônio-receptor) promove uma alteração conformacional, conduzindo à 

translocação desse complexo para o núcleo celular, seguido da fosforização e 

formação de homodímero (CLAESSENS et al., 2001) ou heterodímero (LEE et al., 

1999). Com esse complexo formado, dá-se início a sua interação com os elementos 

responsivos aos andrógenos, localizados em regiões reguladoras do gene alvo no 

DNA, envolvendo interações com co-ativadores e co-repressores (HIIPAKKA; LIAO, 

1998), levando ao início da transcrição gênica (CLAESSENS et al., 2001). 

 

Um outro mecanismo pelo qual a testosterona pode desencadear seus efeitos está 

relacionado com a globulina de ligação a hormônio sexuais (SHBG). SHBG é uma 

importante glicoproteína com sítio de ligação para hormônios esteroides 

(HAMMOND; BOCCHINFUSO, 1996). Entretanto, além de possuir alta afinidade 

pelos andrógenos (SIITERI et al., 1982; FORTUNATI, 1999), sua função vai além 

do transporte desses hormônios na circulação sanguínea (FORTUNATI, 1999). Tem 

sido demonstrado que a ativação desse complexo (SHBG ligada/testosterona com 

seu receptor) resulta em um rápido aumento, não-genômico, da concentração 

intracelular de cAMP (ROSNER et al., 1998; NAKHLA et al., 1999; HEINLEIN; 

CHANG, 2002a) e posterior ativação da PKA (HEINLEIN; CHANG, 2002a). Como 

resultado dessa interação, foi observado aumento do crescimento celular em 
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linhagem celular de câncer de próstata humano (NAKHLA; ROSNER, 1996), bem 

como aumento da atividade transcricional do AR (HEINLEIN; CHANG, 2002a). 

 

Figura 2 – Representação esquemática. Mecanismos de ação genômica dos andrógenos. Fonte: 

BENNETT et al. (2010) 

 

Em 2010 foi sugerido que a ativação do GPRC6A (PI et al., 2010; PI; PARRILL; 

QUARLES, 2010), um receptor de membrana, membro da família de receptores 

acoplados a proteína G, clonado em 2004 (WELLENDORPH; BRÄUNER-

OSBORNE, 2004) pudesse mediar efeitos não-genômicos da testosterona (PI et al., 

2010; PI; PARRILL; QUARLES, 2010). O GPRC6A é expresso em vários tipos de 

células, entre elas: as células estromais da medula óssea, monócitos, células 
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musculares esqueléticas, células de Leydig (PI et al., 2015), células da musculatura 

lisa vascular e endotelial (HARNO et al., 2008). Também foi demostrado que artérias 

mesentéricas de ratos expressam GPRC6A e sua ativação pode resultar na 

hiperpolarização e, por consequência, relaxamento vascular, efeito que é perdido 

após remoção do endotélio (HARNO et al., 2008). O GPRC6A parece exercer seus 

efeitos de maneira independente da interações com os receptores clássicos (ARs), 

mediando a fosforilação de várias proteínas com atividade quinase (CATO; NESTL; 

MINK, 2002; PI; PARRILL; QUARLES, 2010; HERALD et al., 2017). Em recente 

revisão (CRUZ-TOPETE; DOMINIC; STOKES, 2020), a testosterona foi associada 

tanto a efeitos pró-oxidantes, por meio da sua ligação direta ao GPRC6A, quanto a 

afeitos antioxidantes, de maneira indireta, via aromatização, por meio do estímulo 

do receptor de estrogênio acoplado a proteína G (GPER), assim, levando a uma 

diminuição do estresse oxidativo. 

 

Ainda acerca das ações da testosterona, tem sido sugerido que o transient receptor 

potential cation channel 8 da subfamília M (melastatina) (TRPM8) seja um receptor 

de membrana para testosterona (ASUTHKAR et al., 2015a). TRPM8 é bem 

conhecido como um canal para cátion, com alta seletividade ao íon cálcio, bem 

caracterizado como um sensor neuronal que pode desempenhar um papel de 

receptor do frio e do mentol, sendo importante como mediador da dor no sistema 

nervoso periférico (PEIER et al., 2002). TRPM8 pode participar do sistema de 

termorregulação de modo que a redução da temperatura corporal é observada após 

administração de antagonistas para esse receptor (ALMEIDA et al., 2012) e sua 

ativação está relacionada ao aumento da temperatura corporal (TAJINO et al., 

2011). Não obstante, estudos têm sugerido que o TRPM8 pode desempenhar o 

papel de receptor de membrana para testosterona (ASUTHKAR et al., 2015a, 

2015b), sendo ele capaz de media a redução do estresse oxidativo, o que o faz um 

alvo terapêutico promissor para o tratamento de doenças cardiovasculares (HUANG 

et al., 2017). 

 

Ainda, no que se refere as ações não-genômicas, estudos têm se empenhado em 

demonstrar que os andrógenos podem exercer ações vasculares em uma ampla 

variedade de segmentos arteriais. Essas respostas são caracterizadas por 
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promover respostas rápidas, levando ao relaxamento em aorta torácica de ratos 

(BUCCI et al., 2009) e artéria coronária de porco (DEENADAYALU et al., 2012). 

Além disso, foi demostrado que a testosterona foi capaz de promover relaxamento 

da artéria basilar de cães (RAMÍREZ-ROSAS et al., 2011), microvasos 

mesentéricos de ratos (PUTTABYATAPPA et al., 2013) e aumento da reatividade 

miogênica em artéria mesentérica de segunda ordem de ratos (TOOT et al., 2011). 

Todos esses efeitos foram caracterizados como uma ação rápida, não genômica. 

Juntos, esses trabalhos mostram a capacidade dos andrógenos em modular a 

função vascular por diversos mecanismos (PERUSQUÍA; STALLONE, 2010), os 

quais estão resumidos na figura 3. 

 

Figura 3 – Representação esquemática. Mecanismos de ação não-genômica dos andrógenos nas 

células vasculares. a: mecanismo dependente do endotélio, possivelmente envolvendo fatores de 

relaxamento derivados do endotélio (principalmente o óxido nítrico - NO), que parece estar envolvido 

no relaxamento vascular. O aumento do cGMP promovido pelo NO induz ao relaxamento da 

musculatura lisa vascular. b: Em condições fisiológicas, andrógenos podem agir diretamente como 
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antagonistas de canais para Ca2+ promovendo relaxamento vascular pela diminuição do influxo de 

Ca2+. c: Andrógenos, em concentrações suprafisiológicas podem aumentar a probabilidade de 

abertura de canais para Ca2+ aumentando a concentração intracelular de Ca2+ induzindo a 

vasoconstrição. d: Andrógenos podem estimular a probabilidade de abertura de canais para 

potássio, hiperpolarizando as células do músculo liso vascular e posterior relaxamento. e: 

Andrógenos são capazes de aumentar a produção de cGMP e cAMP. Modificado de PERUSQUÍA; 

STALLONE, 2010. 

 

 

1.6. FUNÇÃO VASCULAR DOS ANDRÓGENOS 

 

Os hormônios sexuais masculinos podem interagir com o endotélio ou com músculo 

liso vascular por diversas formas, estimulando segundos mensageiros e, assim, 

participam da formação de fatores vasoativos (MENDELSOHN; KARAS, 2005). 

Estudos conduzidos na década dos anos 90 sugerem que a diminuição dos níveis 

de testosterona se relaciona com a melhora da função endotelial em homens 

adultos (HERMAN et al., 1997). Os efeitos deletérios sobre a função vascular 

promovidos pelos andrógenos puderam ser observados em uma grande variedade 

de modelos experimentais, com utilização de diferentes abordagens metodológicas, 

tanto em modelos de animais machos (SCHRÖR et al., 1994; TEOH et al., 2000) 

quanto fêmeas (ADAMS; WILLIAMS; KAPLAN, 1995; MCCREDIE et al., 1998; 

TEOH et al., 2000; COSTA et al., 2015). Também já foi demostrado que a 

associação de testosterona ao tratamento com estrogênio reduz os benefícios do 

estrogênio sobre a função endotelial de ratas ovariectomizadas e aumenta a 

formação de espécies reativas de oxigênio via subunidade p47phox da nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase (COSTA et al., 2015). Além disso, 

os andrógenos parecem exercer um papel importante no desenvolvimento e 

manutenção da hipertensão arterial (RECKELHOFF; ZHANG; GRANGER, 1997; 

MARANON; RECKELHOFF, 2013), que pode envolver alterações da função renal 

(RECKELHOFF; ZHANG; GRANGER, 1998), participação dos receptores de 

andrógenos (RECKELHOFF et al., 1999), estimulação do sistema renina 

angiotensina aldosterona (RECKELHOFF; ZHANG; SRIVASTAVA, 2000), além de, 

diretamente, participar no aumento do estresse oxidativo (ILIESCU et al., 2007; 

TOSTES et al., 2016). 
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Por outro lado, muitos estudos realizados após os anos 2000 apontaram outro ponto 

de vista sobre a ação vascular dos andrógenos, no qual eles parecem exercer 

efeitos benéficos no sistema vascular, tanto em estudos envolvendo seres humanos 

quanto em animais experimentais. (WU; VON ECKARDSTEIN, 2003; TRAISH; 

GALOOSIAN, 2013; TRAISH, 2014). Diante desse cenário, observa-se que não há 

clareza acerca das ações dos andrógenos, principalmente sobre o sistema vascular, 

onde suas ações aparentam ser controversas, o que demanda uma atenção maior 

por parte da comunidade científica (LOPEZ; CANFIELD; WANG, 2016; LOO et al., 

2017). Nesse sentido, estudos demonstraram um importante papel da testosterona 

e seus metabólitos na regulação do tônus vascular, de modo a atuarem tanto como 

agentes anti-hipertensivos quanto hipotensores (PERUSQUÍA et al., 2017), 

oferecendo benefícios ao sistema vascular, mesmo em modelos hipertensivos 

(PERUSQUÍA et al., 2017; ISIDORO; FERRER; PERUSQUÍA, 2018). 

 

É conhecido que os andrógenos podem modular a função vascular por vários 

mecanismos (genômicos e não-genômicos). De maneira genômica, já foi 

demonstrado que a testosterona pode modular a expressão da óxido nítrico sintase 

(NOS) (MARIN et al., 1999; SKOGASTIERNA et al., 2014), enzima que atua na 

formação de óxido nítrico (NO), um importante fator relaxante derivado do endotélio 

(FÖRSTERMANN; LI, 2011) e induzir a proliferação de células endoteliais 

(WILLIAMS et al., 2004). Além disso, foi demonstrado que a diminuição dos níveis 

de andrógenos circulantes promoveu downregulation dos canais para potássio, 

fundamentais para o efluxo de potássio e, por consequência, hiperpolarização das 

células do músculo liso vascular (ZHOU et al., 2008; RAMÍREZ-ROSAS et al., 

2011). Em estudo conduzido por nosso laboratório foi demonstrado que a redução 

dos níveis de andrógeno, provocada pela remoção cirúrgica dos testículos, em 

ratos, promoveu prejuízo na vasodilatação dependente do endotélio do leito 

vascular coronariano em animais normotensos, efeito que foi revertido após 

tratamento com testosterona (ROUVER et al., 2015). Assim, fica evidenciado o 

importante papel dos andrógenos na manutenção da função vascular.  

 

No que se refere as ações não-genômicas, sabe-se que a testosterona pode exercer 

seus efeitos por meio da interação com seu receptor (AR) (DEENADAYALU et al., 
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2012; PUTTABYATAPPA et al., 2013), bem como de maneira independente da 

ligação com AR (JONES et al., 2004; ÁLVAREZ et al., 2010). Também é conhecido 

que essas ações podem ter seu início desencadeado por interações com a 

membrana plasmática (DING; STALLONE, 2001), bem como por interações dos 

andrógenos no citoplasma, levando ao aumento da concentração do íon cálcio e 

ativando diversas proteínas quinases (BARON et al., 2004; FORADORI; WEISER; 

HANDA, 2008; LI; AL-AZZAWI, 2009; DEENADAYALU et al., 2012). Os efeitos dos 

andrógenos ainda podem ocorrer por meio da interação direta dos andrógenos com 

as células endoteliais (TEP-AREENAN; KENDALL; RANDALL, 2002), bem como 

agindo diretamente sobre o músculo liso vascular (DEENADAYALU et al., 2012). 

Todos esses estudos evidenciam a versatilidade dos andrógenos em agirem sobre 

o sistema vascular. 

 

Os receptores clássicos para andrógenos, pelo menos em parte, participam do 

processo de controle do tônus vascular, uma vez que a ativação desses receptores, 

pela testosterona, pode aumentar o NO em células endoteliais aórticas de humanos 

(YU et al., 2010). A participação do AR também foi observada na vasodilatação de 

microvasos de artérias mesentéricas de ratos machos, onde a ligação da 

testosterona com seu receptor foi capaz de promover sinalização intracelular, de 

modo a estimular tanto a NOS (aumentando NO) quanto a enzima xantina oxidase 

(levando a formação de ânion superóxido - O2
●-), de modo que o produto da 

interação do NO com O2
●-, o peroxinitrito (ONOO-) (ZOU; SHI; COHEN, 2002), foi 

capaz de elevar a concentração de 3’ 5’ – guanosina monofosfato cíclico (cGMP) 

seguido de relaxamento vascular (PUTTABYATAPPA et al., 2013). A participação 

via NO, no relaxamento vascular independente dos receptores para andrógenos, 

também foi demostrado. Em ratos Sprague-Dawley machos, pode ser visto um 

aumento da atividade da isoforma neuronal da NOS após administração de 

testosterona (PERUSQUÍA et al., 2015). No mesmo sentido, em anéis de artéria 

mesentérica de resistência, a testosterona produziu aumento da formação de NO, 

e consequente relaxamento vascular, que foi revertido em anéis tratados com 

inibidor específico para isoforma neuronal da NOS em ratos Sprague-Dawley 

deficientes para receptor de andrógenos (WHITE; SELLERS; STALLONE, 2008).  
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Embora a ação dos andrógenos seja considerada controversa, a privação desses 

hormônios levou ao aumento gradativo da pressão arterial de ratos após a quinta 

semana de gonadectomia tanto em animais hipertensos (PERUSQUÍA et al., 2017), 

quanto normotensos (PERUSQUÍA; CONTRERAS; HERRERA, 2019). Desta forma, 

podemos observar que fatores como a idade podem contribuir para o não 

esclarecimento de seus efeitos. 

 

 

1.3 ANDRÓGENOS E IDADE 

 

A comunidade científica tem se esforçado na investigação dos efeitos dos 

andrógenos sobre o sistema vascular e o controle pressórico, contudo sua função 

sobre ambos ainda não está totalmente esclarecida. Isso se torna ainda mais 

evidente uma vez que a redução da concentração de andrógenos no plasma, em 

modelos de animais orquiectomizados, pode se correlacionar tanto com aumento 

(PERUSQUÍA et al., 2017) quanto diminuição (LOH; SALLEH, 2017) de valores 

pressóricos. A participação dos andrógenos na modulação do tônus vascular parece 

ter uma relação com sua concentração plasmática, que tende a diminuir com a idade 

(DALMASSO et al., 2017). Em animais hipertensos jovens (12 semanas de idade), 

por exemplo, a administração de testosterona promoveu um aumento da pressão 

arterial média. Por outro lado, quando essa análise foi feita em animais mais velhos 

(21–22 meses de idade) o tratamento com testosterona foi capaz de reduzir os 

valores pressóricos (DALMASSO et al., 2017).  

 

O declínio da função fisiológica relacionado à idade é um fenômeno que ocorre em 

todos os sistemas orgânicos, de modo que o envelhecimento também está 

associado ao aumento de diversos fatores que podem ser prejudiciais a 

funcionalidade vascular (UNGVARI et al., 2018). Vários estudos clínicos mostraram 

que a vasodilatação dependente do endotélio diminui progressivamente com a 

idade (HATAKE et al., 1990; EGASHIRA et al., 1993; TADDEI et al., 1995; SINGH 

et al., 2002). Essa observação tem sido consistentemente feita em artérias de 

condutância, tanto em estudos in vivo com artéria braquial de pacientes hipertensos 

e normotensos (TADDEI et al., 1995), quanto em estudos ex vivo, onde foi 
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observada reatividade de artéria basilar isolada de cadáveres humanos (HATAKE 

et al., 1990). O mesmo também foi observado em artérias coronárias de resistência, 

onde foi observado diminuição do relaxamento dependente do endotélio como efeito 

do envelhecimento (EGASHIRA et al., 1993). Além disso, foi observado que o 

processo de envelhecimento acompanha prejuízo na via de relaxamento mediada 

pelo endotélio, NO e prostanoides (PNs) vasodilatadores, para o controle do fluxo 

das artérias do antebraço. (SINGH et al., 2002). Todos esses resultados convergem 

no sentido de que o envelhecimento está associado à redução da vasodilatação 

dependente do endotélio e essa relação de prejuízo vascular parecer ocorrer mais 

cedo em homens cuja função endotelial começa a declinar a partir da 4ª década de 

vida (CELERMAJER et al., 1994) 

 

O processo de envelhecimento está fortemente relacionado ao aumento do estresse 

oxidativo por meio da produção de espécie reativa de oxigênio via NADPH oxidase 

(VAN DER LOO et al., 2000; ADLER et al., 2003; DONATO et al., 2007; JACOBSON 

et al., 2007) e da cadeia respiratória mitocondrial (CSISZAR et al., 2012; CSISZAR 

et al., 2014) o que contribuem para a disfunção endotelial tanto em modelos que 

utilizam animais experimentais (CSISZAR et al., 2007; UNGVARI et al., 2007) 

quanto em estudos clínicos (DONATO et al., 2007; JABLONSKI et al., 2007). Além 

disso, diversos autores têm demonstrado que, no sistema vascular, a 

biodisponibilidade reduzida do NO tem relação direta com a idade, de modo que 

com o avançar da idade ocorre diminuição da biodisponibilidade do NO (VAN DER 

LOO et al., 2000; CSISZAR et al., 2002; SUN et al., 2004), bem como maior 

sensibilidade contrátil (NOVELLA et al., 2013). 

 

Como pode ser visto, os estudos acerca dos efeitos dos andrógenos sobre o 

sistema cardiovascular não são conclusivos, necessitando de mais esclarecimentos 

sobre seu papel, principalmente no que se refere aos efeitos desses hormônios na 

vasculatura com o avançar da idade. Diante do fato que os andrógenos podem 

promover efeitos benéficos ao sistema vascular, como por exemplo, melhorar a 

função endotelial (MARIN et al., 1999; SKOGASTIERNA et al., 2014; ROUVER et 

al., 2015), bem como efeitos deletérios, de modo a prejudicar o relaxamento 

vascular (ADAMS; WILLIAMS; KAPLAN, 1995; MCCREDIE et al., 1998; SCHRÖR 
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et al., 1994; TEOH et al., 2000) e aumentar o estresse oxidativo (TOSTES et al., 

2016), estudos se fazem necessários para melhor elucidação das ações dos 

hormônios sexuais masculinos. Além disso, não está claro quais alterações podem 

ocorrer no sistema vascular, na presença dos hormônios sexuais masculinos, bem 

como quando essas possíveis alterações começariam a se manifestar. Nossa 

hipótese é que a presença dos andrógenos, no decorrer da idade, seja capaz de 

prejudicar a reatividade vascular de artérias mesentéricas de resistência. Sendo 

assim, com a finalidade de testar nossa hipótese, o objetivo deste estudo foi fazer 

uma avaliação temporal da reatividade vascular de artérias mesentéricas de terceira 

ordem, a fim de esclarecer a participação dos andrógenos na função vascular em 

ratos. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Investigar o efeito temporal dos hormônios sexuais masculinos na reatividade 

vascular de artérias mesentéricas de terceira ordem de ratos. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Avaliar a capacidade de relaxamento induzido pela acetilcolina (ACh) em 

artérias mesentéricas de terceira ordem de ratos Sham e orquiectomizados (ORX) 

entre 15 e 75 dias pós intervenção cirúrgica. 

 

• Investigar a participação dos mediadores endoteliais de relaxamento (NO, 

PN e hiperpolarização dependente do endotélio - EDH) no relaxamento dependente 

do endotélio em artérias mesentéricas de terceira ordem de ratos Sham e ORX entre 

15 e 75 dias pós intervenção cirúrgica;  

 

• Avaliar a capacidade contrátil em artérias mesentéricas de terceira ordem de 

ratos Sham e ORX entre 15 e 75 dias pós intervenção cirúrgica. 

 

• Investigar possíveis alterações histomorfométricas e ultraestruturais em 

artérias mesentéricas de terceira ordem de ratos entre 15 e 75 dias pós intervenção 

cirúrgica. 

 

• Verificar a produção de NO, O2
●- e peróxido de hidrogênio (H2O2) em artérias 

mesentéricas de terceira ordem de ratos entre 15 e 75 dias pós intervenção 

cirúrgica. 

 

• Verificar a pressão arterial de ratos Sham e ORX entre 15 e 75 dias pós 

intervenção cirúrgica.  



  

 

 

 

 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS  

 

Para este estudo, foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), com oito 

semanas de idade, fornecidos pelas instalações de animais do Centro de Ciências 

da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo - UFES. Todos os 

procedimentos foram conduzidos de acordo com as recomendações das diretrizes 

brasileiras para o cuidado e uso de animais para fins científicos e didáticos e as 

diretrizes para a prática de eutanásia (BRASIL, 2016) com aprovação da Comissão 

de Ética no Uso de Animais da UFES (CEUA/UFES) sob protocolo, #07/2016. Os 

animais foram mantidos em gaiolas coletivas, grupos de quatro animais por gaiola, 

sob condições controladas de temperatura (22–24 °C) e umidade (40–60 %). Um 

ciclo claro-escuro foi estabelecido de 12/12 horas e os animais tinham livre acesso 

ao fornecimento de água e comida (dieta padrão para animais alojados, Purina 

Labina, SP, Brasil). Os animais foram divididos em controle (Sham) e 

orquiectomizado (ORX). Os protocolos experimentais foram iniciados 15, 30, 60 ou 

75 dias após procedimento de orquiectomia ou cirurgia fictícia. 

 

 

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS  

 

3.2.1 Orquiectomia 

 

A remoção dos testículos foi realizada de acordo com o trabalho previamente 

descrido pelo nosso laboratório (ROUVER et al., 2015) e está esquematicamente 

representada na figura 4. Após realização da anestesia, com associação de 

cetamina (70 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.), os animais foram colocados em 

decúbito dorsal, sobre prancha cirúrgica. Após desinfecção da bolsa testicular, com 

álcool iodado, foi realizada incisão na linha média da bolsa testicular e os testículos 

foram expostos. Em seguida, os testículos foram ligados, com utilização de suturas 

absorvíveis, em torno do cordão espermático. Posteriormente, os testículos foram 

removidos e a bolsa testicular suturada. Os animais do grupo Sham foram 
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submetidos a cirurgia fictícia seguindo os mesmos procedimentos, exceto remoção 

dos testículos. Ao final do procedimento cirúrgico, todos os animais receberam dose 

de antibiótico (enrofloxacin, 2,5 %, 0,1 mL, i.m.) e analgésico (dipirona sódica, 100 

mg/Kg, v.o.) para evitar infecção e dor, respectivamente.  

 

 

Figura 4 - Esquema representativo das etapas da orquiectomia. (A) preparação do campo 

operatório, (B) incisão na linha média da bolsa testicular, (C) exposição do testículo, (D) ligadura em 

torno do cordão espermático. (E) remoção do testículo e (F) sutura da bolsa testicular. 

 

 

3.2.2 Reatividade Vascular  

 

A reatividade vascular das artérias mesentéricas de terceira ordem foi avaliada por 

meio de miógrafo de resistência (620 M; Danish Myo Technology, Aarhus, 

Denmark). Os protocolos foram realizados de acordo com método previamente 

descrito por Mulvany & Halpern (MULVANY; HALPERN, 1977). Com objetivo de 

evitar interferência na fase sustentada da resposta contrátil, os animais foram 

eutanasiados por decapitação, sem administração de anestesia (HATANO et al., 

1989) e exsanguinados. Em seguida, o leito mesentérico foi localizado, removido e 

posto em placa de Petri contendo solução nutridora (solução de Krebs) resfriada a 

4 °C, contendo: NaCl, 119 mM; KCl, 4.7 mM; KH2PO4, 0,5 mM; NaHCO3, 13,4 mM; 

MgSO4.7H2O, 1,17 mM; CaCl2.2H2O, 2,5 mM e 5,5 mM de glicose. Além disso, 
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foram removidos órgãos e tecidos de interesse que permaneceram em estufa 

aquecida a 100 °C por 24 horas para avaliação do peso seco. Os ramos de terceira 

ordem do leito mesentérico foram identificados, isolados e dissecados do tecido 

adjacente com auxílio de um estereomicroscópio (lupa) para dissecação (BEL 

Photonics STM Pro). 

 

Os segmentos vasculares dissecados foram cortados em 2 mm de comprimento e 

montados com auxílio de 2 fios de tungstênio (40 μm de diâmetro) nas câmaras de 

banho de órgão (Figura 5) contendo solução de Krebs mantida a 37 °C e 

constantemente aerada com uma mistura carbogênica (95 % O2 e 5 % CO2). Um 

fio, transpassado pela luz do segmento vascular, foi montado numa haste fixa 

acoplado a um micrômetro e o segundo fio, também transpassado pela luz vascular, 

foi montado numa haste móvel conectada a um transdutor de força isométrica. Em 

seguida, os seguimentos arteriais foram gradualmente estirados até que seus 

diâmetros internos correspondessem a uma pressão transmural de 100 mmHg 

(IC100), então a circunferência interna (IC1) foi normalizada para uma fração 

definida de IC100 (Figura 6). Para tanto, o IC1 foi calculado a partir da multiplicação 

do IC100 por um fator (0,9) que permitisse ao segmento vascular máxima produção 

de força ativa, bem como a sensibilidade aos agonistas. Para artérias mesentéricas 

de ratos, tem sido utilizado 0,9 como fator de normalização (SLEZÁK et al., 2010). 

Após procedimento de normalização os segmentos vasculares foram lavados três 

vezes a cada 15 minutos e após 45 minutos de estabilização foram estimulados 

duas vezes com agonista contrátil (fenilefrina - PE, 3 μM) para obter respostas 

contráteis reproduzíveis. A viabilidade e integridade endotelial foram avaliadas pela 

administração de ACh (10 μM) em anéis previamente contraídos por PE (3 μM). O 

endotélio foi considerado viável e intacto quando a resposta de relaxamento à ACh 

observada atingia ≥ 80 % da contração obtida com PE. 
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Figura 5 - Esquema representativo da fixação do segmento arterial com 2 mm de comprimento 

no miógrafo de resistência. (A) fixação do primeiro fio de tungstênio, acoplado a uma haste fixa e 

(B) fixação do segundo fio, acoplado a uma haste móvel conectada a um transdutor de força 

isométrica. 

 

 

Figura 6 - Esquema representativo do processo de normalização. (A) Ilustração do procedimento 

de normalização gradual e (B) ilustração do ajuste da curva para determinação do IC100. Adaptado 

do manual de utilização: Wire Myograph System - 620m - user guide. 

 

Após teste do endotélio os vasos passavam por um período de 30 minutos de 

estabilização e curvas concentração-resposta foram obtidas por meio de doses 

cumulativa de ACh (0,1 nM - 10 μM), após a indução prévia de contração com PE 

(3 μM). O efeito vasodilatador da ACh foi investigado ante e após utilização de Nω-

nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME 300 μM; Sigma, St. Louis, MO – USA), 

inibidor não seletivo para NOS ou indometacina (INDO, 10 μM; Sigma, St. Louis, 

MO – USA), inibidor inespecífico para ciclooxigenase (COX). Os inibidores foram 

administrados individualmente ou de maneira combinada. Após 30 minutos de 

incubação dos inibidores a curva de relaxamento a ACh foi repetida. Os protocolos 

de reatividade vascular estão esquematicamente representados na figura 7. Para 

avaliação da participação dos mediadores endoteliais foi realizado cálculo do delta 

da área abaixo da curva (area under curve – AUC), com auxílio de um programa 
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estatístico (GraphPad Prism 6 - GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) antes e 

após utilização dos inibidores. Para análise da capacidade contrátil dos 

seguimentos vasculares, foi realizada curva concentração-resposta à PE (1nM - 

100μM). Os registros foram adquiridos por meio de um sistema de aquisição de 

dados (LabChart 8, AD Instruments Pty Ltd., New South Wales, Australia) acoplado 

a um computador. 

 

 

Figura 7 - Fluxograma. Representação esquemática dos protocolos de reatividade vascular.  

 

 

3.2.3 Histomorfometria 

 

As artérias mesentéricas de terceira ordem foram removidas e fixadas em tampão 

fosfato salina (PBS)-formalina à temperatura ambiente entre 24 a 48 horas. As 

artérias foram incluídas em parafina até seu uso. Seções das artérias mesentéricas 

foram cortadas entre 5-7 µm e coradas com eosina-hematoxilina e examinadas 

quanto aos parâmetros morfológicos, de acordo com a literatura (XIMENES et al., 

2017). Um sistema de análise histomorfométrica de imagens foi utilizado com uma 

câmera digital (Axio-Cam ERc 5S) acoplada a um microscópio de luz (Olympus 

AX70; Olympus, Center Valley, PA). Imagens de alta resolução (2048×1536 pixels) 

foram capturadas utilizando software Carl Zeiss AxioVision Rel. 4.8. As 

fotomicrografias foram analisadas usando uma objetiva 20x. A espessura da parede 

dos vasos mesentéricos e o lúmen foram calculadas por meio do software ImageJ. 
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3.2.4 Análise da densidade de colágeno  

 

Seções da artéria mesentérica de terceira ordem foram coradas com Picrosirius red 

e 15 fotomicrografias de tecido mesentérico foram obtidas usando a objetiva de 20x. 

Todas as áreas analisadas foram escolhidas aleatoriamente e as áreas sem túnica 

vascular foram evitadas. As imagens foram convertidas em imagens preto e branco 

de alto contraste para visualizar fibras colágenas coradas. Posteriormente, as 

imagens foram analisadas com o software ImageJ. Os resultados representam a 

quantidade relativa de colágeno na parede do vaso como previamente descrito 

(DOS SANTOS et al., 2012). 

 

 

3.2.5 Microscopia eletrônica de varredura  

 

As artérias mesentéricas de terceira ordem foram coletadas, abertas 

longitudinalmente, lavadas por 10 minutos com PBS e fixadas com 2,5 % 

glutaraldeído. As artérias foram então pós-fixadas em tetróxido de ósmio a 1 %, 

ferricianeto de potássio a 3,8 % e CaCl2 2,5 mM, desidratadas em acetona e 

incorporadas no Epon 812. As seções ultra-finas foram examinadas ao microscópio 

Zeiss EM 10C. Para microscopia eletrônica de varredura, os esferoides foram secos 

usando o método do ponto crítico e revestidos com uma camada de ouro de 20 nm 

e examinados sob um microscópio Zeiss 940 DSM (DOS SANTOS et al., 2012). 

 

 

3.2.6 Avaliação dos níveis de NO, O2
●- e H2O2 

 

Os níveis de NO, O2
●- e H2O2 foram medidos por microscopia de fluorescência em 

cortes das artérias mesentéricas de terceira ordem. A medida dos níveis de NO 

(COSTA et al., 2018), O2
●- (GIESEN et al., 2020) e H2O2 (PEIXOTO et al., 2018) 

foram realizadas como previamente descritas com algumas modificações. 

Segmentos arteriais foram cuidadosamente removidos e embebidos em um líquido 

de crioproteção (Tissue-Tek® OCT ™, Sakura®, USA) e mantidos a -80 °C até sua 

utilização. Em seguida, cortes transversais (10 µm) foram obtidos utilizando 
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criostato (Leica 1850, Leica, USA). As lâminas contendo tecido vascular foram 

equilibradas por 10 minutos em tampão fosfato (0,1 mM, pH = 7,4) contendo CaCl2 

(0,45 mM). 

 

A produção NO foi mensurada por meio de uma sonda fluorescente, diacetato de 

4,5-diaminofluoresceina (DAF-2DA, Sigma-Aldrich, 10 µM). As seções foram 

incubadas com DAF-2DA em câmara úmida sob abrigo da luz a 37 °C. Após 30 

minutos de incubação, as seções de cada artéria foram avaliadas em sua produção 

basal de NO na ausência ou presença de controle negativo (L-NAME - 300 µM). 

Para avaliação dos níveis de O2
●-, a sonda dihidroetidina (Dihidroetídeo - DHE; 

Invitrogen; 5 µM) foi usada. Para tanto, as lâminas foram incubadas com DHE por 

30 minutos ao brigo de luz a 37 °C. Após esse tempo, foi avaliada a produção basal 

de O2
●- na ausência ou presença de um controle negativo (tiron -10 µM). Para 

detecção da produção de H2O2, a sonda fluorescente diacetato de 2', 7' 

diclorodihidrofluoresceina (H2DCF-DA; Life Technologies; 10 µM) foi utilizada. 

Assim, lâminas com tecido vascular foram incubadas com H2DCF-DA por 30 

minutos ao abrigo de luz a 37 °C. Após esse tempo, foi avaliada a produção basal 

de H2O2, na ausência ou presença de um controle negativo (catalase - 1000 

unidades/mL).  

 

Todas as Imagens digitais foram adquiridas por meio de microscópio de 

fluorescência (Zeiss, Axio Observer Z1), equipado com filtro fluorescente e uma 

câmera AxioCam MRm usando objetiva de 40x. A intensidade de fluorescência foi 

mensurada pelo software ImageJ e expressa em unidades arbitrárias (u.a.). 

 

 

3.2.7  Avaliação da pressão arterial 

 

A avaliação não invasiva da pressão arterial sistólica (PAS) foi realizada como 

descrito previamente (BALDO et al., 2011). Após período de adaptação, os animais 

foram mantidos em câmara aquecida, contidos em contentor de acrílico, com um 

cuff de pulso pneumático acoplado à região proximal da cauda. Um 

esfigmomanômetro foi insuflado e desinsuflado automaticamente e o valor de PAS 

foi obtido por meio de um sistema de aquisição de dados (IITC INC/Life Science, 
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23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA 91367–1253 USA), com transdutor de 

pressão acoplado a um computador. A temperatura foi mantida entre 29 °C e 32 °C, 

por 40 minutos, tempo em que os animais permaneceram sob avaliação. A média 

de três registros com diferença máxima de 10 mmHg foi obtida, sendo descartados 

os registros associados às influências causadas pela movimentação do animal. 

 

A avaliação invasiva (direta) da pressão arterial foi realizada por meio de um cateter 

inserido na artéria femoral, como previamente descrito (FRANQUNI et al., 2013) 

com algumas modificações. Para tanto, no dia anterior a avaliação, os animais 

foram anestesiados com cetamina (70 mg/kg, i.p) e xilazina (10 mg/kg, i.p) e um 

tubo de polietileno (PE-50) conectado a um cateter (PE-10) (Clay Adams, EUA), 

previamente preenchido com solução salina heparinizada (40 U mL-1), foi inserido 

na artéria femoral e exteriorizado na parte de trás do pescoço do animal. 

Aproximadamente após 9 horas de recuperação, a PAS, pressão arterial diastólica 

(PAD), pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca foram avaliadas, nos 

animais acordados e em livre movimento, com auxílio de um transdutor de pressão 

(model PT300; Grass Instruments Div., Warwick, NY, USA), acoplado a um sistema 

de aquisição de dados (Biopac System - MP100; Santa Barbara, CA, USA). 

 

 

3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do programa GraphPad Prism 

6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Os dados foram expressos como média 

± erro padrão da média (EPM). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de 

Shapiro-Wilk. Uma vez confirmada a normalidade dos dados, foi utilizado um teste 

de Grubbs (two side Grubbs´ test) para identificar possíveis outlier. Quando, pelo 

menos, havia um outlier identificado, o método ROUT adaptado para detectar 

quaisquer outliers foi usado com configuração para Q de 1 % (alfa = 0,01). As 

comparações de reatividade vascular e PAS foram feitas por meio da análise de 

variância de duas vias (two-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. 

AUC, resposta máxima (Rmax) e intensidade de fluorescência foram avaliados por 

meio da análise de variância de uma via (one-way ANOVA), seguida pelo teste post 
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hoc de Tukey, ou Student t test quando apropriado. Os parâmetros 

histomorfométricos não seguiram distribuição gaussiana e por tanto foram 

analisados pelo teste de Mann-Whitney. O nível de significância foi estabelecido 

como p < 0,05. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

RESULTADOS 
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4. RESULTADOS  

 

4.1 DADOS PONDERAIS 

 

A tabela 1 apresenta os dados de peso dos animais estudados. Como pode ser 

observado, os grupos ORX-30d e ORX-75d apresentaram menor peso corporal 

quando comparados aos seus respectivos controles. Como esperado, a 

gonadectomia promoveu atrofia dos órgãos acessórios do sistema reprodutor 

masculino, próstata e vesícula seminal em todos os grupos, o que indica a 

efetividade do modelo de deficiência dos hormônios sexuais masculinos. Também 

pôde ser observado que a gonadectomia não alterou o peso das câmaras cardíacas 

e do músculo gastrocnêmio. 

 

 

4.2 REATIVIDADE VASCULAR 

 

Os dados de reatividade vascular de artéria mesentérica de terceira ordem 

mostraram prejuízo no relaxamento concentração-resposta à ACh, no grupo Sham-

75d quando comparado aos outros grupos Sham (Figura 8A). Este prejuízo foi 

confirmado pelos dados da área abaixo da curva (Sham-15d, 238 ± 14; Sham-30d, 

232 ± 19; Sham-60d, 215 ± 20, e Sham-75d, 153 ± 22 u.a.) e pelos dados de 

relaxamento máximo (Sham-15d, 94 ± 2; Sham-30d, 97 ± 2; Sham-60d, 87 ± 3; 

Sham-75d, 67 ± 8 %) (Figuras 8B e 8C, respectivamente). Por outro lado, os animais 

orquiectomizados não tiveram alteração na resposta de relaxamento nos grupos 

estudados (Figuras 8D, 8E e 8F). 
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Tabela 1 - Dados ponderais de ratos Wistar dos grupos Sham e orquiectomizados (ORX) pós 15, 30, 60, e 75 de cirurgia. 

Grupos 
              15d             30d             60d       75d 

  n   EPM N   EPM n   EPM n   EPM 

Corpóreo (g) 
Sham 10 295 10 10 356 12 10 399 9 9 456 11 

ORX 10 274 12 10 313* 7 9 384 10 9 407* 7 

Próstata (mg/mm) 
Sham 10 9 0,7 10 12,9 0,8 10 13,3 0,8 9 17,5 1,4 

ORX 10 0,7* 0,1 10 0,6* 0,1 9 0,5* 0,1 9 0,5* 0,1 

Vesícula  

Seminal (mg/mm) 

Sham 10 11,4 0,8 10 12,3 0,9 10 14,7 0,7 9 16,4 0,6 

ORX 10 1,7* 0,1 10 1,2* 0,1 9 1,2* 0,1 9 1* 0,1 

Ventrículo esquerdo 

(mg/mm) 

Sham 10 3,8 0,1 10 3,8 0,2 10 4,4 0,1 9 4,3 0,1 

ORX 10 3,4 0,1 10 3,6 0,1 9 4,1 0,1 9 3,9 0,1 

Ventrículo  

direito (mg/mm) 

Sham 10 1,2 0,04 10 1 0,05 10 1,3 0,02 9 1,2 0,03 

ORX 10 1 0,04 10 1 0,04 9 1,2 0,04 9 1,1 0,04 

Gastrocnêmio (mg/mm) 
Sham 10 41 2 10 50 2 10 56 1 9 59 1 

ORX 10 41 1 10 47 2 9 56 1 9 61 1 

 

Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Na tabela são apresentados dados relativos, de modo que o peso em miligramas 

(mg) dos órgãos, foi corrigido pelo comprimento da tíbia, em milímetro (mm). A análise estatística foi realizada por meio da análise de variância de 1 via (one-

way ANOVA) seguida pelo Tukey's Post Hoc test. *p<0,05 comparado com animais Sham do mesmo grupo. 
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Figura 8 - Reatividade vascular à acetilcolina (ACh, 10-10 M - 10-5 M) em artéria mesentérica de 

terceira ordem de ratos Wistar Sham e orquiectomizados (ORX). (A e D) curva concentração-

resposta à ACh, (B e E) área abaixo da curva e (C e F) resposta máxima de relaxamento dos grupos 

Sham e ORX após 15, 30, 60 e 75 dias de cirurgia. Os valores foram expressos como média ± erro 

padrão da média (EPM). A análise estatística foi realizada por meio da análise de variância de 2 vias 

(two-way ANOVA) seguida pelo Bonferroni post hoc test. *p<0,05 comparado com grupo Sham-15d, 
#p<0,05 comparado com Sham-30d e +p<0,05 comparado Sham-60d. n=7 para cada grupo. 

 

Tendo em vista que o grupo Sham-75d apresentou prejuízo na resposta 

vasodilatadora dependente do endotélio, em comparação com os demais grupos 

Sham, bem como em comparação com os grupos ORX (apêndice A), realizamos 

protocolos para avaliação dos mediadores endoteliais envolvidos no relaxamento 

vascular dos grupos Sham e ORX após 15 e 75 dias de cirurgia (a avaliação dos 

demais grupos pode ser vista no apêndice B). Assim, foram realizadas incubações 

com inibidores inespecíficos da COX e NOS. Como pode ser observado na figura 
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9, a resposta vasodilatadora dependente do endotélio nas artérias estudadas 

parece ser independente da via de formação de prostanoides (Figuras 9A e 9D) e 

dependente da via de formação do NO (Figuras 9B e 9E) nos grupos Sham [Sham-

15d (238 ± 14 para 26 ± 5 u.a.) e Sham-75d (153 ± 22 para 31 ± 9 u.a.)]. Ainda, a 

inibição combinada da COX e NOS (Figuras 9C e 9F) confirmou a participação do 

NO na resposta vasodilatadora [Sham-15d (238 ± 14 para 39 ± 12 u.a.) e Sham-75d 

(153 ± 22 para 46 ± 21 u.a.)].  

 

A figura 10 nos mostra que os animais orquiectomizados, não apresentaram 

alterações no padrão de resposta, no que se refere a importância dos mediadores 

endoteliais na vasodilatação estimulada pela ACh quando comparados aos grupos 

Sham. Como pode ser observado, a resposta vasodilatadora parece ser 

independente da via de formação dos prostanoides (Figuras 10A e 10D) e 

dependente da via de formação do NO (Figuras 10B e 10E - ORX-15d, de 229 ± 16 

para 42 ± 7; ORX-75d, de 240 ± 13 para 30 ± 11 u.a.) (Figuras 10C e 10F - ORX-

15d, de 229 ± 16 para 55 ± 15; ORX-75d, de 240 ± 13 para 25 ± 7 u.a.). As figuras 

9G e 10G, resumem a participação dos mediadores endoteliais estudados 

evidenciando menor participação do NO no grupo Sham-75d. 
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Figura 9 - Participação dos mediadores endoteliais na curva concentração-resposta à 

acetilcolina (ACh, 10-10 M - 10-5 M) em artéria mesentérica de terceira ordem de ratos Sham 

após 15 e 75 dias de cirurgia. (A e D) Efeito da inibição da ciclooxigenase (COX) com indometacina 

(INDO, 10 μM), n=7 para grupo 15d e n=6 para grupo 75d, (B e E) inibição da óxido nítrico sintase 

(NOS) com Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 300 μM), n=7 para grupo 15d e n=6 para grupo 

75d, (C e F) inibição combinada da NOS e COX com L-NAME + INDO, n=7 para grupo 15d e n=6 

para grupo 75d e (G) contribuição dos prostanoides (PNs), óxido nítrico (NO) e PNs + NO. Os valores 

foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A análise estatística foi realizada por 

meio da análise de variância de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Bonferroni post hoc test. 

*p<0,05 comparado com seu respectivo grupo Sham. 
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Figura 10 - Participação dos mediadores endoteliais na curva concentração-resposta à 

acetilcolina (ACh, 10-10 M - 10-5 M) em artéria mesentérica de terceira ordem de ratos 

orquiectomizados (ORX) após 15 e 75 dias de cirurgia. (A e D) Efeito da inibição da 

ciclooxigenase (COX) com indometacina (INDO, 10 μM), n=8 para cada grupo, (B e E) efeito da 

inibição da óxido nítrico sintase (NOS) com Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 300 μM), n=7 

para grupo 15d e n=8 para grupo 75d, (C e F) inibição combinada da NOS e COX com L-NAME + 

INDO, n=8 para grupo 15d e n=7 para grupo 75d e (G) contribuição dos prostanoides (PNs), óxido 

nítrico (NO) e PNs + NO. Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

A análise estatística foi realizada por meio da análise de variância de 2 vias (two-way ANOVA) 

seguida pelo Bonferroni post hoc test. *p<0,05 comparado com seu respectivo grupo ORX. 
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Além da resposta vasodilatadora mediada pelo endotélio, também foi avaliada a 

capacidade contrátil das artérias mesentérica de terceira ordem em resposta a um 

agonista α1-adrenérgico, fenilefrina (PE) (Figura 11). Assim, foi observado que os 

grupos Sham-60d e Sham-75d tiveram maior resposta contrátil (Figura 11A) em 

comparação aos demais grupos Sham. Esses resultados foram confirmados pelos 

dados de área abaixo da curva dos grupos Sham-60d (40 ± 1 u.a.) e Sham-75d (37 

± 1 u.a.), quando comparado aos grupos Sham-15d (28 ± 1 u.a.) e Sham-30d (29 ± 

1 u.a.). Além disso, o grupo Sham-75d apresentou resposta de contração máxima 

(19 ± 1 mN) maior quando comparado aos demais grupos Sham. No entanto, de 

forma interessante, nos grupos orquiectomizados não houve o aumento da 

contração induzida pela PE nos animais mais velhos (ORX-60d e ORX75d) como 

observado nos animais Sham (Figuras 11D, 11E e 11F). O grupo ORX-75d 

apresentou área abaixo da curva e resposta de contração máxima menores quando 

comparado ao grupo Sham-75d (apêndice C). 
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Figura 11 - Reatividade vascular à fenilefrina (PE, 10-9 M - 10-4 M) em artéria mesentérica de 
terceira ordem de ratos Wistar Sham e orquiectomizados (ORX). (A e D) curva concentração-
resposta à PE, (B e E) área abaixo da curva e (C e F) resposta máxima de contração dos grupos 
Sham (n=6 para cada grupo) e ORX (n=6-7 para cada grupo) após 15, 30, 60 e 75 dias de cirurgia. 
Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A análise estatística foi 
realizada por meio da análise de variância de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Bonferroni post 
hoc test. *p<0,05 comparado com grupo Sham-15d, #p<0,05 comparado com Sham-30d e +p<0,05 
comparado Sham-60d. 

 

 

4.3. ANÁLISE MORFOLÓGICA 

 

Os dados da análise morfológica das artérias mesentéricas de terceira ordem 

podem ser vistos na figura 12, onde são mostradas imagens representativas das 

artérias mesentéricas dos grupos Sham-15d (Figuras 12A e 12A1) e Sham-75d 

(Figuras 12B e 12B1) e marcação com Picrosirius red dos grupos Sham-15d (Figura 

12C) e Sham-75d (Figura 12D). O grupo Sham-75d apresentou aumento do lúmen 
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(9,55 ± 0,43 µm2) (Figura 12E) em comparação com o grupo Sham-15d (7,69 ± 0,43 

µm2). Além disso, a espessura da parede da artéria mesentérica (túnica média, 

Figura 12F) foi menor no grupo Sham-75d (21,52 ± 0,83 µm) em comparação com 

o grupo Sham-15d (27,18 ± 1,15 µm). A deposição de colágeno (Figura 12G) foi 

menor no grupo Sham-75d (37,36 ± 0,62 %) quando comparado ao grupo Sham-

15d (32,01 ± 1,24 %). 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) das artérias mesentéricas de terceira 

ordem de ratos machos (Figure 13) revelara que a superfície endotelial do grupo 

Sham-15d apresentou aparência escamosa normal e aparência regular do núcleo 

das células (Figura. 13A e 13A1). No grupo Sham-75d, foi observado epitélio 

escamoso anormal, sugerindo aspecto de dano endotelial (asterisco), levando a 

uma superfície endotelial irregular com acúmulo de células sanguíneas e aspecto 

contraído (Fig. 13B e 13B1). 
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Figura 12 - Imagem histomorfométrica de coloração por Hematoxilina-Eosina (H&E) ou por 

Picrosirius red em artéria mesentérica de terceira ordem de ratos Sham pós 15 e 75 dias de 

cirurgia. Camadas média (M), adventícia (A) e lúmen (L) em: (A e A1) secções histológicas de artéria 

mesentérica de terceira ordem do grupo Sham-15d mostrando aparente morfologia normal do vaso 

e (B e B1) Secções histológicas de artéria mesentérica de terceira ordem do grupo Sham-75d com 

aparente sinais de atrofia da musculatura lisa vascular. Imagem representativa da densidade de 

colágeno no grupo (C) Sham-15d e (D) Sham-75d. Área do lúmen vascular (E), espessura de parede 

da musculatura lisas vascular (F) e densidade de colágeno (G) nos grupos Sham-15 e 75d. Barra de 

escala = 50 μm e 20 μm. Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A 

análise estatística foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney. *p<0,05 comparado com grupo 

Sham-15d. n=4 para cada grupo. n=4 para cada grupo. 

 

 

Figura 13 - Microscopia eletrônica de varredura (MEV) mostrando a superfície endotelial de 

artérias mesentéricas de terceira ordem de ratos Sham após 15 e 75 dias de cirurgia. (A e A1) 

Células endoteliais das artérias mesentéricas de terceira ordem do grupo Sham-15d de aparência 

escamosa normal mostrando aparência regular da célula epitelial nucleada (seta). (B e B1) Superfície 

endotelial das artérias mesentéricas de terceira ordem do grupo Sham-75d com superfície irregular, 

sugerindo dano superficial das células endoteliais com acúmulo de células sanguíneas e aspecto 

contraído (asterisco). Barra de escala = 5 μm e 2 μm. n=4 para cada grupo. 
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4.4. ANÁLISE DOS NÍVEIS DE FLUORESCÊNCIA DO NO, O2
●- E H2O2 

 

Os dados de fluorescência revelam que, em condições basais, a intensidade de 

oxidação do DAF-2DA pelo NO, representada pela cor verde (Figura 14), foi menor 

em artérias mesentéricas de terceira ordem do grupo Sham-75d (1,4 ± 0,03 u.a.) 

quando comparado ao grupo Sham-15d (2,2 ± 0,06 u.a.).  

 

 

Figura 14 - Análise da microscopia de fluorescência emitida pelo DAF-2DA em artérias 

mesentéricas de terceira ordem de ratos Wistar Sham após 15 e 75 dias de cirurgia. Os 

protocolos foram realizados na ausência ou na presença de inibidor da enzima óxido nítrico sintase 

(NOS) (L-NAME, 300 μM) com quantificação da fluorescência produzida. Barra de escala = 20 μm. 

Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A análise estatística foi 

realizada por meio da análise de variância de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Tukey’s post 

hoc test. *p<0,05 comparado com mesmo grupo sob condições basais e #p<0,05 comparado com 

seu respectivo grupo 15d. n=4 para cada grupo. 

 

A intensidade de fluorescência emitida da oxidação do DHE pelo O2
●- (Figure 15), 

revelou que as artérias mesentéricas de terceira ordem do grupo Sham-75d (2,7 ± 

0,1 u.a.) apresentam maior intensidade de fluorescência (representado pela cor 

vermelha) quando comparadas aos grupos Sham-15d (2,2 ± 0,04 u.a.).  
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Figura 15 - Análise da microscopia de fluorescência emitida pelo DHE em artérias 

mesentéricas de terceira ordem de ratos Wistar Sham após 15 e 75 dias de cirurgia. Os 

protocolos foram realizados na ausência ou na presença de scavenger (varredor/eliminador) de O2●- 

(Tiron, 10 µM) com quantificação da fluorescência produzida. Barra de escala = 20 μm. Os valores 

foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A análise estatística foi realizada por 

meio da análise de variância de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Tukey’s post hoc test. *p<0,05 

comparado com mesmo grupo sob condições basais e #p<0,05 comparado com seu respectivo grupo 

15d. n=4 para cada grupo. 

 

A intensidade de fluorescência emitida da oxidação do DCF pelo H2O2 (Figure 16) 

revelou que as artérias mesentéricas de terceira ordem do grupo Sham-75d (2,7 ± 

0,06 u.a.) emitiram menor intensidade de fluorescência (representado pela cor 

verde) quando comparadas ao grupo Sham-15d (3,4 ± 0,1 u.a.).  

 

 

Figura 16 - Análise da microscopia de fluorescência emitida pelo H2DCF-DA em artérias 

mesentéricas de terceira ordem de ratos Wistar Sham após 15 e 75 dias de cirurgia. Os 

protocolos foram realizados na ausência ou na presença de catalase (1000 units / mL), enzima que 
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degrada H2O2 com quantificação da fluorescência produzida. Barra de escala = 20 μm. Os valores 

foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A análise estatística foi realizada por 

meio da análise de variância de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Tukey’s post hoc test. *p<0,05 

comparado com mesmo grupo sob condições basais e #p<0,05 comparado com seu respectivo grupo 

15d. n=4 para cada grupo. 

 

 

 

4.5. AVALIAÇÃO PRESSÃO ARTERIAL  

 

A avaliação não invasiva da PAS está representada na figura 17. Como pode ser 

observado, não houve alterações na PAS durante o período de observação e, ao 

final de dez semanas os animais Sham apresentavam 127 ± 2 e ORX 126 ± 2 

mmHg. Dados de medida direta da pressão arterial (Figura 18) confirmam que não 

houve diferença de PAS, PAD, PAM e frequência cardíaca entre os grupos Sham-

75d e ORX-75d. 

 

Figura 17 - Avaliação não invasiva da pressão arterial sistólica (PAS) por meio de 

pletismografia de cauda. PAS de ratos Sham (n=7) e orquiectomizados (ORX, n=10) ao longo de 

10 semanas de observação. Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

A análise estatística foi realizada por meio da análise de variância de 2 vias (two-way ANOVA) 

seguida pelo Bonferroni post hoc test. 
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Figura 18 - Avaliação invasiva da pressão arterial por meio da cateterização da artéria femoral. 

(A) Pressão arterial sistólica, (B) pressão arterial diastólica (B), (C) pressão arterial média e (D) 

frequência cardíaca de ratos Sham e orquiecomizados (ORX) após 75 dias de cirurgia. Os valores 

foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A análise estatística foi realizada por 

meio do Student’s t tests. N=9 para cada grupo. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O principal achado do nosso estudo foi que os animais Sham-75d apresentaram um 

prejuízo na reatividade vascular em artérias mesentéricas de terceira ordem 

comparado aos animais Sham-15d, bem como aos animais orquiectomizados. Esta 

diferença foi acompanhada por alterações morfológicas e por alterações na 

liberação de fatores de relaxamento derivados do endotélio, principalmente NO.  

 

Como demonstrado no presente estudo, os animais orquiectomizados 

apresentaram reduzido peso corporal quando comparados aos animais do grupo 

Sham. Sabe-se que a testosterona pode interagir com enzimas envolvidas no 

controle da gordura e peso corporal (BLOUIN; BOIVIN; TCHERNOF, 2008). É 

conhecido que a testosterona reduz atividade da enzima lipase lipoproteica (LEE; 

LEE; CHO, 2013), enzima responsável pela hidrólise dos triglicerídeos das 

lipoproteínas plasmáticas (MEAD; IRVINE; RAMJI, 2002). Nesta perspectiva, com 

a diminuição dos andrógenos circulantes, esta inibição da testosterona sobre a 

lipase lipoproteica seria reduzida, favorecendo processo de adipogênese (MEAD; 

IRVINE; RAMJI, 2002). Além disso, a testosterona também está envolvida no 

aumento da atividade da enzima lipase sensível a hormônio (XU; PERGOLA; 

BJORNTORP, 1990; LANGFORT et al., 2010), responsável pela hidrólise dos 

triglicerídeos estocados nos adipócitos (JÉQUIER; TAPPY, 1999), reforçando ainda 

mais a hipótese da participação do andrógeno no controle do peso corporal.  

 

A relação dos andrógenos com a modulação dos triglicerídeos plasmáticos pode ser 

confirmada em estudo realizado com animais normotensos e orquiectomizados, 

porém com redução do peso corporal (ROUVER et al., 2015). Esses achados estão 

de acordo com os dados do presente estudo, uma vez que encontramos uma 

redução do peso corporal nos animais orquiectomizados. Tendo em vista que os 

andrógenos possuem função anabólica, aumentando a massa corporal livre de 

gordura (WOODWARD, 1993), avaliamos a possibilidade dos animais 

orquiectomizados apresentarem atrofia muscular. Contudo, durante todo tempo de 

avaliação proposto, os animais mantiveram o peso relativo do músculo 

gastrocnêmio semelhante entre os grupos estudados. A atrofia dos órgãos 
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acessórios do sistema reprodutor masculino, próstata e vesícula seminal, confirmou 

a efetividade da orquiectomia (WOODWARD, 1993; JUSTULIN et al., 2006; FELIX-

PATRÍCIO et al., 2017).  

 

No que se refere a reatividade vascular das artérias mesentéricas de terceira ordem, 

foi observado que animais do grupo Sham-75d apresentaram relaxamento 

dependente do endotélio reduzido quando comparados aos animais Sham-15d, 

bem como aos animais ORX. Esses resultados sugerem que a presença dos 

andrógenos poderiam modular a reatividade vascular em artérias mesentéricas, 

conduzindo a um prejuízo no relaxamento dependente do endotélio com decorrer 

da idade. Nossos dados estão de acordo com dados da literatura em que prejuízos 

no sistema cardiovascular, na presença dos hormônios sexuais masculinos, são 

atenuados pela orquiectomia (OLOYO; SOFOLA; YAKUBU, 2016; CORRÊA et al., 

2019). 

 

É conhecido que os hormônios sexuais masculinos são capazes de modular 

parâmetros vasculares (RECKELHOFF et al., 1999; SVARTBERG et al., 2004; 

PERUSQUÍA et al., 2015; PERUSQUÍA; CONTRERAS; HERRERA, 2019). Como 

em nosso estudo, outros autores têm mostrado que a deficiência hormonal, em 

machos normotensos, após quatro semanas de castração, não foi capaz de alterar 

a reatividade vascular em artérias mesentéricas de segunda ordem (TOOT et al., 

2012). O mesmo foi encontrado em estudo com artéria ilíaca interna de ratos, onde 

a orquiectomia, por seis semana, não alterou a reatividade vascular quando 

comparado aos animais controle (OLOYO; SOFOLA; YAKUBU, 2016). Por outro 

lado, a deficiência na produção de andrógenos foi capaz de prejudicar tanto o 

relaxamento vascular de artérias pudendas internas, após quatro semanas de 

orquiectomia (ALVES-LOPES et al., 2017), quanto o relaxamento vascular do leito 

coronariano de ratos normotensos após 15 dias de castração (ROUVER et al., 

2015). Sabe-se também que em segmento de aorta torácica de ratos, após quatro 

semana de castração, houve melhora na resposta vasodilatadora dependente do 

endotélio (FERRER et al., 1999).  

 

Essas diferenças em relação a participação dos andrógenos nos diferentes estudos 

evidenciam a complexidade das ações dos hormônios sexuais masculinos no 
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sistema vascular. Em nosso estudo, os animais orquiectomizados não 

apresentaram alterações nos parâmetros de reatividade vascular, contudo os 

animais Sham-75d apresentaram prejuízo na função vascular. Sabe-se que os 

níveis de testosterona, de ratos Wistar, tendem a um aumento progressivo nas 

primeiras semanas de vida chegando em torno de 0,492 ± 0,069 ng/mL no sétimo 

dia e alcançam seu pico após dois meses de vida, atingindo cerca de 2,32 ± 0,126 

ng/mL (SILVA et al., 2013). Com o avançar da idade, os níveis de testosterona 

tendem a uma redução gradativa, com início do declínio por volta do sétimo mês de 

vida, chegando a 90 % de redução por volta do 18º mês (DALMASSO et al., 2017). 

Desta forma, nossa sugestão é que a presença de hormônios esteroides 

masculinos, associados à progressão da idade possa ter contribuído para o prejuízo 

à reatividade vascular encontrado neste estudo, tendo em vista que os animais ORX 

não tiveram alteração nos parâmetros vasculares. 

 

Além do prejuízo no relaxamento dependente do endotélio, os animais Sham-75d 

tiveram um aumento da resposta contrátil estimulada por um agonista α1-

adrenérgico. O mesmo prejuízo não foi observado nos animais orquiectomizados. 

Em estudo com artérias coronárias de ratos Wistar jovens (3–4 meses de idade) e 

idosos (22–26 meses de idade), vasos coronarianos de animais idosos eram menos 

sensíveis aos efeitos vasodilatadores da testosterona em comparação aos vasos 

de animais jovens e essa redução do relaxamento vascular foi acompanhada por 

hipertrofia das células do músculo liso vascular com espessamento da túnica média 

(ENGLISH et al., 2000). Diante disso, nosso intuito foi verificar se os animais Sham-

75d apresentavam tais alterações morfológicas nas artérias mesentéricas de 

terceira ordem. Para tanto, foi realizada avaliação histomorfométrica dos animais 

Sham, tendo em vista que esse grupo apresentou alterações na reatividade 

vascular. Como resultados, constatamos que nossos animais Sham-75d estavam 

com a parede da musculatura lisa vascular menor quando comparados aos animais 

Sham-15d. 

 

É conhecido que o envelhecimento promove enrijecimento e espessamento da 

parede vascular (OSKUI et al., 2013; LACOLLEY; REGNAULT; AVOLIO, 2018; 

MUKHERJEE et al., 2020) e que há uma relação inversa entre os níveis de 

testosterona e espessamento da parede vascular, de modo que o declínio dos níveis 



Andrógenos e reatividade vascular de artérias mesentéricas                                                                        76 

  

 

dos andrógenos, com passar da idade, se correlaciona com aumento da parede 

vascular, em humanos (VAN DEN BELD et al., 2003; FUKUI et al., 2007; FU; GAO; 

SHEN, 2008; MUKHERJEE et al., 2020). No que se refere aos roedores, sabe-se 

que para os ratos de laboratório, aproximadamente 14 dias são equivalentes a 1 

anos de vida humana (QUINN, 2005), de modo uma pessoa de 18 anos seria 

equivalente a um rato de 6 meses (SENGUPTA, 2013). Nessa perspectiva, como 

nossos animais com maior tempo observação estavam com 4,5 meses (Sham-75d) 

de idade ao final do período de acompanhamento, eles eram considerados jovens 

com a fase reprodutora estabelecida (QUINN, 2005; SENGUPTA, 2013). Dessa 

forma, acreditamos que nossos resultados de morfologia vascular podem ter 

ocorrido devido à idade dos animais estudados, uma vez que nossos animais ainda 

eram jovens e estavam com idade de pico da concentração de andrógenos (SILVA 

et al., 2013). Estudos voltados para a análise dos efeitos da senescência da parede 

vascular são realizados com animais por volta dos 2 anos de vida (ENGLISH et al., 

2000; UNGVARI et al., 2007; CSISZAR et al., 2002, 2014; DALMASSO et al., 2017). 

Contudo, mesmo com menor parede de musculatura lisa vascular, os animais 

Sham-75d apresentaram maiores respostas contráteis. 

 

Dados de microscopia eletrônica de varredura revelaram uma anormalidade na 

aparência do tecido endotelial nos animais Sham-75d sugerindo aspecto de lesão 

da superfície endotelial das artérias mesentéricas de terceira ordem, levando a uma 

superfície endotelial irregular. Esse resultado pode nos ajudar a entender melhor o 

prejuízo na função vascular encontrado nesses animais. Sabe-se que o avançar da 

idade se correlaciona com uma progressiva disfuncionalidade endotelial (HATAKE 

et al., 1990; EGASHIRA et al., 1993; TADDEI et al., 1995; SINGH et al., 2002; 

HIGASHI et al., 2006; DELP et al., 2008; PIERCE; LAROCCA, 2008). Ademais, é 

conhecido que em preparações para estudo da função endotelial, onde o endotélio 

é preservado, o estímulo vasoconstritor fica reduzido em comparação a 

preparações sem endotélio (SAKATA et al., 1989). Uma possível explicação para 

esse efeito envolve à passagem dos íons cálcio (Ca2+) através das células do 

músculo liso vascular para as células endoteliais (DORA; DOYLE; DULING, 1997). 

Após estímulo vasoconstritor (por exemplo por agonista α1-adrenérgico), há entrada 

do Ca2+ do meio extracelular para o citoplasma das fibras musculares lisas, que via 

junções comunicantes alcançaria as células endoteliais adjacentes, conduzindo a 
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formação de fatores de relaxamento derivado do endotélio, como por exemplo: NO 

(DORA; DOYLE; DULING, 1997). Sendo assim, em artérias com o endotélio 

comprometido, a estimulação da produção de fatores de relaxamento, dependente 

do influxo Ca2+ para o citoplasma da célula endotelial (KUDO; MURAKAMI, 2002; 

SESSA, 2005; FÉLÉTOU; KÖHLER; VANHOUTTE, 2012), não ocorreria via junção 

mioendotelial, não se contrapondo assim à estimulação contrátil sobre o músculo 

liso vascular (DORA; DOYLE; DULING, 1997). Desta forma, é possível que nossos 

animais Sham-75d, por terem um endotélio irregular, sejam capazes de responder 

mais a um efeito contrátil como o usado neste estudo. 

 

Considerando que os animais Sham-75d apresentaram uma superfície endotelial 

irregular, maior efeito contrátil e prejuízo no relaxamento dependente do endotélio, 

nosso próximo passo foi avaliar o envolvimento dos mediadores endoteliais nesse 

prejuízo. Para saber se as diferenças na reatividade vascular dependente do 

endotélio das artérias mesentéricas de terceira ordem foram provenientes de 

alterações na produção/liberação de fatores endoteliais, curvas concentração 

resposta à ACh foram construídas na presença de inibidores da via de formação de 

NO e prostanoides. Como resultado, obtivemos que o relaxamento proveniente da 

via de formação do NO em animais Sham-75d estava diminuído em comparação 

aos animais Sham-15d, bem como dos animais ORX. É conhecido que o processo 

de envelhecimento é acompanhado pelo desenvolvimento da disfunção endotelial 

(YILDIZ, 2007). Sabe-se ainda que esta disfunção pode ocorrer quando há um 

desbalanço na produção de mediadores endoteliais, de modo que a 

biodisponibilidade de fatores de relaxamento fica reduzida, enquanto agentes 

vasoconstritores tem sua ação potencializada (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989; 

STANKEVICIUS et al., 2003; QIAO; MCCONNELL; KHALIL, 2008; FÉLÉTOU; 

KÖHLER; VANHOUTTE, 2012). Contudo, diante dos dados deste estudo, nota-se 

que alterações da função endotelial, que são observadas em animais idosos, 

também podem ser vistas em animais jovens, que já apresentam alterações 

estruturais do tecido vascular. 

 

Além das alterações estruturais, nossos dados de fluorescência revelaram que os 

animais Sham-75d apresentaram uma diminuição nos níveis de NO comparados 

aos animais Sham-15d. Uma possível explicação para nossos resultados, em 
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relação a diminuição da resposta à ACh em animais Sham-75d, pode estar 

relacionada com a redução da biodisponibilidade do NO, decorrente da produção 

dos andrógenos em função da idade. O declínio da função endotelial com a 

progressão da idade e consequente diminuição gradativa dos mediadores 

vasodilatadores do endotélio, tal como do NO, já foi demonstrado em modelos 

experimentais, entretanto utilizando roedores com 24 meses de vida (YILDIZ, 2007; 

DELP et al., 2008; YANG et al., 2009). Os dados de nosso estudo curiosamente 

mostraram que esse prejuízo na biodisponibilidade do NO já começa a ser notado 

em animais jovens, com apenas 4,5 meses de vida.  

 

Um outro fator que poderia estar envolvido na diminuição da biodisponibilidade do 

NO pode envolver a produção dos hormônios sexuais masculinos. Um estudo 

realizado em regiões cerebrais, mostrou que a deficiência hormonal, em ratos 

machos, foi capaz de promover aumento da atividade da NOS sinalizando uma 

relação negativa entre concentração de andrógenos e produção de NO (SINGH et 

al., 2000).  

 

É bem conhecido que os andrógenos podem induzir a formação de espécies 

reativas de oxigênio, a exemplo do O2
●-

.(TOSTES et al., 2016; CRUZ-TOPETE; 

DOMINIC; STOKES, 2020). Por exemplo, os andrógenos, são capazes de aumentar 

níveis plasmáticos de mRNA tanto para angiotensinogênio quanto para renina 

(ELLISON et al., 1989; CHEN; NAFTILAN; OPARIL, 1992), além de estimular 

atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) (HERINGER et al., 2016), 

todos componentes importantes do sistema renina angiotensina aldostesrona que 

contribuem para a formação de O2
●- (BATALLER et al., 2003; PAIK et al., 2014). A 

testosterona, por sua vez, é capaz de estimular a atividade do complexo NADPH 

oxidase (CHIGNALIA et al., 2012), assim como seus metabólitos (TOSTES et al., 

2016), aumentando a produção de O2
●- (RODIÑO-JANEIRO et al., 2013). Ademais, 

a testosterona também é capaz de aumentar a expressão da subunidade NOX4 da 

NADPH oxidase no músculo liso vascular de ratos normotensos (CHIGNALIA et al., 

2012), subunidade essa descrita no sistema vascular (PAIK et al., 2014).  

 

Uma vez formado, o O2
●- pode agir diretamente como vasoconstritor aumentando a 

sensibilidade ao íon cálcio que subsequentemente conduz a constrição arterial 
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(KNOCK et al., 2009). O O2
●- ainda pode indiretamente modular a reatividade 

vascular diminuindo a biodisponibilidade do NO por meio da formação de ONOO -, 

produto da reação do O2
●- com NO (ZOU; SHI; COHEN, 2002). O ONOO-, por sua 

vez, pode interferir negativamente na produção de substratos requeridos para 

formação de NO (como por exemplo (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterin - BH4), que 

consequentemente resulta no aumento da síntese de O2
●- ao invés do NO, pela 

NOS (LAURSEN et al., 2001; SATOH et al., 2005). Também é conhecido que, em 

artérias coronárias, o ONOO- pode reduzir a atividade de canais para o íon potássio 

(K+), contribuindo para prejuízo no relaxamento mediado pelo endotélio (LIU et al., 

2002). Nossos dados de fluorescência demonstraram que além da reduzida 

quantidade de NO, o grupo Sham-75d apresentou maior presença de O2
●-. Desta 

forma, acreditamos que o menor relaxamento a ACh neste grupo pode ser também 

resultado das ações do O2
●-. 

 

A exposição a espécies reativas, como as de oxigênio, providas de várias fontes 

levou os organismos vivos a desenvolverem mecanismos adaptativos de defesa 

(CADENAS, 1997). Os mecanismos de defesa que se contrapõem ao aumento 

dessas espécies reativas envolvem, dentre outros mecanismos, a defesa 

antioxidante enzimática que incluem as enzimas superóxido dismutase (SOD), 

glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) (VALKO et al., 2007). A SOD, por 

exemplo, é capaz de promover a dismutação do O2
●-, ou seja, ela catalisa a reação 

do O2
●-, por meio de reações alternadas de redução e oxidação dos metais (Cobre 

e Manganês) presentes no sítio ativo da SOD (HASSAN; FRIDOVICH, 1981; 

OSMAN; BASCH, 1984; FARACI; DIDION, 2004). Esse processo de dismutação é 

caracterizado por uma reação química, conhecida por oxirredução, em que a 

mesma espécie reativa é oxidada e reduzida (BIELSKI; CABELLI, 1995). Nos vasos 

sanguíneos, há três isoformas de SOD que promovem a dismutação o O2
●- dando 

origem ao H2O2, como metabólito da reação (OKADO-MATSUMOTO; FRIDOVICH, 

2001). A isoforma Cu, Zn-SOD está localizada principalmente no citosol, núcleo e, 

em menor expressão, nas mitocôndrias (FARACI; DIDION, 2004), dismutando o 

O2
●- e, por consequência, aumentando a biodisponibilidade do NO (MUGGE et al., 

1991). A atividade da isoforma Cu, Zn-SOD representa aproximadamente 50-80 % 

de todas as atividades de SOD na parede dos vasos sanguíneos (DIDION et al., 

2002). A isoforma Mn-SOD está localizada na mitocôndria e sua função é catalisar 
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a dismutação do O2
●- derivado das cadeias respiratórias (FARACI; DIDION, 2004). 

A terceira isoforma é a SOD extracelular (ecSOD) que, como seu nome sugere, está 

localizada extracelularmente e catalisa a dismutação do O2
●- extracelular 

protegendo assim a difusão do NO (TOHRU FUKAI, RODNEY J FOLZ, ULF 

LANDMESSER, 2002). Uma vez que em nosso estudo foi observado um aumento 

nos níveis de O2
●- nos animais Sham-75d é possível que, embora não quantificado, 

tenha ocorrido uma modulação da SOD em relação a idade, associada à presença 

dos hormônios sexuais masculinos, como sugerido pela literatura (EL ASSAR; 

ANGULO; RODRÍGUEZ-MAÑAS, 2013). 

 

É conhecido que o ONOO- formado a partir da reação do NO com O2
●- promove 

diminuição da atividade da SOD com consequente diminuição da biodisponibilidade 

do NO e prejuízo no relaxamento vascular (COOKE; DAVIDGE, 2003; DEMICHELI; 

MORENO; RADI, 2018; GHEDDOUCHI et al., 2015; KAR; KAVDIA, 2013). Ainda, o 

ONOO- pode diminuir a formação de NO por, diretamente reduzir a atividade da 

óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) (ZOU; SHI; COHEN, 2002), bem como por 

estimular a oxidação do BH4, importante cofator para atividade da NOS (KOHNEN 

et al., 2001). Nossos dados de fluorescência mostraram ainda que a quantidade de 

H2O2 foi menor no grupo Sham-75d e uma possibilidade para explicar esse achado 

pode estar relacionada a uma possível diminuição da atividade da SOD, haja visto 

níveis aumentados de O2
●- neste mesmo grupo, bem como uma maior atividade da 

CAT. Assim sendo, justificaria o fato de termos observado maior intensidade de 

fluorescência ao O2
●-, bem como diminuição da biodisponibilidade do NO e redução 

na concentração de H2O2. Desta forma, em nosso estudo, acreditamos que a 

presença dos andrógenos, aliada à progressão da idade, possa ter contribuído para 

o aumento da concentração de espécies reativas de oxigênio, bem como para 

modulação de enzimas antioxidantes, que consequentemente levaria a menor 

biodisponibilidade de NO, assim prejudicando o relaxamento dependente do 

endotélio. 

 

No que diz respeito à associação de andrógenos com a modulação da pressão 

arterial em ratos, estudos recentes apontam divergências quanto às ações desses 

hormônios. Enquanto Perusquía e colaboradores (PERUSQUÍA et al., 2017; 

PERUSQUÍA; CONTRERAS; HERRERA, 2019) demonstraram aumento 
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progressivo da pressão arterial média de ratos normotensos a partir da quinta 

semana de orquiectomia, Loh & Salleh (LOH; SALLEH, 2017) evidenciaram que 

ratos normotensos submetidos a oito semanas de orquiectomia tiveram uma 

diminuição na pressão arterial média em comparação ao seu controle. Em nosso 

estudo, embora as artérias mesentéricas de terceira ordem do grupo Sham-75d 

apresentaram diferenças morfológicas e funcionais (Figura 19), a pressão arterial 

desses animais não sofreu alteração ao longo tempo estudado. Além disso, a 

deficiência hormonal, promovida pela orquiectomia, não promoveu alteração na 

pressão arterial. Essas diferenças entre os diversos estudos, no que se refere a 

pressão arterial, pode estar relacionada ao design experimental utilizado em cada 

estudo. Nossos animais possuíam 8 semanas de vida no início do protocolo 

experimental, enquanto Perusquía e colaboradores iniciaram seus protocolos com 

animais mais velhos (18–21 semanas) (PERUSQUÍA et al., 2017; PERUSQUÍA; 

CONTRERAS; HERRERA, 2019). Não obstante, nosso estudo foi realizado 

utilizando ratos da linhagem Wistar, enquanto Loh & Salleh conduziram seus 

estudos com Wistar Kyoto (LOH; SALLEH, 2017). Os mecanismos pelos quais os 

andrógenos podem modular a pressão sanguínea são bem estabelecidos em 

modelos de animais hipertensos (RECKELHOFF; ZHANG; GRANGER, 1997, 1998; 

RECKELHOFF et al., 1999; RECKELHOFF; ZHANG; SRIVASTAVA, 2000). 

Contudo, o papel dos andrógenos sobre a pressão arterial em modelos animais 

normotensos ainda não está totalmente elucidado, embora já demostrado que 

concentrações suprafisiológicas de testosterona possam aumentar a pressão 

arterial em ratos normotensos (ROUVER et al., 2015). 
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Figura 19 - Representação esquemática. Resumo gráfico dos principais achados do presente 

estudo. Os animais Sham-75d apresentaram prejuízo no relaxamento vascular e maior atividade 

contrátil nas artérias mesentéricas de terceira ordem comparado aos animais Sham-15d. Os animais 

Sham-75d apresentaram também maior fluorescência ao O2
●- e menor fluorescência tanto ao NO 

quanto H2O2 
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6. CONCLUSÃO  

 

A presença dos hormônios sexuais masculinos ao longo da idade é capaz de 

promover alterações morfológicas e funcionais em artérias mesentéricas de terceira 

ordem que justificam o prejuízo na função endotelial observado no presente estudo. 

Dentre as alterações encontradas, a redução da parede vascular, o aumento do 

lúmen, a menor produção de NO e H2O2 e a maior produção de O2
●- poderiam 

justificar o aumento da resposta contrátil e o prejuízo no relaxamento vascular no 

grupo Sham-75d. Por fim, essas alterações podem estar relacionadas ao 

desenvolvimento de eventos cardiovasculares associadas ao sexo masculino e 

suas complicações com a progressão da idade  
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APÊNDICE A - REATIVIDADE VASCULAR À ACETILCOLINA EM ARTÉRIA 

MESENTÉRICA DE TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR SHAM E 

ORQUIECTOMIZADOS (ORX) 

 

 

 

 

 

Curva concentração-resposta à acetilcolina (ACh, 10-10 M - 10-5 M), nos grupos Sham e ORX-15d (A, 

B e C), Sham e ORX-30d (D, E e F), Sham e ORX-60d (G, H e I) e Sham e ORX-75d (J, K e L). Os 

valores foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A análise estatística foi 

realizada por meio da análise de variância de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Bonferroni post 

hoc test. *p>0,05 comparado com seu respectivo grupo Sham. n=7 para cada grupo. 

 

 

 

 

 

 



 
 

Andrógenos e reatividade vascular de artérias mesentéricas                                                                   115 

 

 

 

APÊNDICE B - PARTICIPAÇÃO DOS MEDIADORES ENDOTELIAIS NA CURVA 

CONCENTRAÇÃO-RESPOSTA À ACETILCOLINA (ACh, 10-10 M - 10-5 M) EM 

ARTÉRIA MESENTÉRICA DE TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR SHAM 

E ORQUIECTOMIZADO (ORX) APÓS 15, 30, 60 E 75 DIAS DE CIRURGIA. 

 

 

Efeito da inibição da ciclooxigenase (COX) com indometacina (INDO, 10 μM), óxido nítrico sintase 

(NOS) com Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 300 μM), e inibição combinada da COX e NOS 

com  L-NAME + INDO em: (A) Sham e (E) ORX-15d (n=6-8), (B) Sham e (F) ORX-30d (n=5-7), (C) 

Sham e (G) ORX-60d (n=6-7) e (D) Sham e (H) ORX-75d (n=6-8). Os valores foram expressos como 

média ± erro padrão da média (EPM). A análise estatística foi realizada por meio da análise de 
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variância de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Bonferroni post hoc test. *p>0,05 comparado com 

seu respectivo grupo Sham e +p>0,05 comparado com seu respectivo grupo INDO 
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APÊNDICE C - REATIVIDADE VASCULAR À FENILEFRINA EM ARTÉRIA 

MESENTÉRICA DE TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR SHAM E 

ORQUIECTOMIZADOS (ORX) 

 

 

 

 

 

Curva concentração-resposta à fenilefrina (PE, 10-9 M - 10-4 M), nos grupos Sham e ORX-15d (A, B 

e C, n=6–7), Sham e ORX-30d (D, E e F, n=6–7), Sham e ORX-60d (G, H e I, n=6) e Sham e ORX-

75d (J, K e L, n=6). Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A 

análise estatística foi realizada por meio da análise de variância de 2 vias (two-way ANOVA) seguida 

pelo Bonferroni post hoc test. *p>0,05 comparado com seu respectivo grupo Sham. 
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APÊNDICE D - REGISTRO TÍPICO DA REATIVIDADE VASCULAR À ACETILCOLINA EM ARTÉRIA MESENTÉRICA DE 

TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR SHAM-15d 
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APÊNDICE E - REGISTRO TÍPICO DA REATIVIDADE VASCULAR À ACETILCOLINA EM ARTÉRIA MESENTÉRICA DE 

TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR SHAM-30d 
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APÊNDICE F - REGISTRO TÍPICO DA REATIVIDADE VASCULAR À ACETILCOLINA EM ARTÉRIA MESENTÉRICA DE 

TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR SHAM-60d 
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APÊNDICE G - REGISTRO TÍPICO DA REATIVIDADE VASCULAR À ACETILCOLINA EM ARTÉRIA MESENTÉRICA DE 

TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR SHAM-75d 
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APÊNDICE H - REGISTRO TÍPICO DA REATIVIDADE VASCULAR À ACETILCOLINA EM ARTÉRIA MESENTÉRICA DE 

TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR ORX-15d 
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APÊNDICE I - REGISTRO TÍPICO DA REATIVIDADE VASCULAR À ACETILCOLINA EM ARTÉRIA MESENTÉRICA DE 

TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR ORX-30d 
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APÊNDICE J - REGISTRO TÍPICO DA REATIVIDADE VASCULAR À ACETILCOLINA EM ARTÉRIA MESENTÉRICA DE 

TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR ORX-60d 
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APÊNDICE K - REGISTRO TÍPICO DA REATIVIDADE VASCULAR À ACETILCOLINA EM ARTÉRIA MESENTÉRICA DE 

TERCEIRA ORDEM DE RATOS WISTAR ORX-75d 

 

 

 

 


