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No estudo nos debrugamos sobre discursos que nao sao nossos. Porque outras
pessoas resolveram registrar o que de melhor passou por suas cabecas. E gracas a
essa iniciativa, compartilhamos seus pensamentos.

O estudo nunca se reduz a mera apropriagdo do que € estudado, seja porque nosso
repertorio ndo dispde de ganchos para atribuir-lhe qualquer sentido, passando longe
de nossa compreensédo. Seja porque — na abordagem desse novo discurso pelo
NOsso repertorio — nos surgem conjecturas, hipoteses, discordancias e convicgoes.
Dessa forma, todo estudo pode se converter em conhecimento.

O despertar inspirado — Clovis de Barros Filho e Monja Coen
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RESUMO

A testosterona € um horménio vasoativo, que age por mecanismos gendmicos e nao
gendmicos. Agudamente, pode apresentar acdes vasodilatadoras dependente do
endotelio. Entretanto, ainda ndo esta clara, a modulacdo, em longo prazo, da
testosterona, sobre a regulacdo do tbnus vascular. A hipétese desse estudo € de que,
a testosterona participa, em longo prazo, da regulacdo da reatividade vascular, por
uma via dependente do sistema renina angiotensina aldosterona.

Ratos machos Wistar (N=128), com 12 semanas de idade foram divididos em Controle
(SHAM) e cirurgia de orquidectomia (OQT), tratados durante 3 meses com losartan,
bloqueador de receptor para angiotensina Il (SHAM+LOS e OQT+LOS, 15 mg/kg, s.c);
espironolactona (SHAM+SPI e OQT+SPI, 80 mg/kg, gavagem), antagonista de
receptor para mineralocorticoide e Apocinina, antioxidante inibidor da NADPH oxidase
(SHAM+APO e OQT+APO, 30 mg/kg, 4gua de beber), A reatividade vascular foi
avaliada em anéis isolados de aorta toracica, como o percentual de resposta ao KCI
(75 mM), nutridos com solucdo de Krebs modificado, pH 7,4, 36,5°C. A reatividade
vascular foi avaliada in vitro como curvas concentragdo-resposta a fenilefrina (101! a
103 M) na presenca e auséncia de: L-NAME, 100 uM; indometacina (INDO, 10 uM), e
anéis sem endotélio (E-). A peroxidacéo lipidica plasmética foi mensurada usando a
técnica de TBARS. (CEUA-UFES 017/2020). Os resultados foram expressos como
média £ EPM e comparados usando teste t de student, andlise de variancia (ANOVA),
uma via. Os grupos OQT, ndo tratados e os tratados com APO e LOS, apresentaram
menor ganho de peso corporal ao final dos 3 meses (SHAM 231 + 11g; OQT= 158,4
+ 13,0g*; OQT+APO 208,3 + 15,4g; OQT+LOS 156,0 = 23,0g *p<0,05). A Rmax a
fenilefrina foi igual entre os grupos SHAM e OQT. Os tratamentos durante 3 meses
com LOS e APO ndo modificaram Rmax a fenilefrina. Entretanto, o tratamento com
LOS reduziu a pD2 do grupo OQT (log EC50: OQT= -6,240 £ 0,15 vs OQT+LOS= -
7,218 + 0,23 *p<0.01). A inibicdo dos receptores de MR, com espironolactona,
determinou uma menor contragdo maxima a fenilefrina no grupo OQT do que no
SHAM, sugerindo entdo que esta via poderia ser dependente da testosterona.
(SHAM+SPI =120,4 + 7,56 % n=10 vs OQT+SPI= 93,3 + 10,2 % n=10; *p<0,05). A
reatividade a fenilefrina aumentou, na presenca de L-NAME, e na auséncia de E, de
maneira semelhante entre 0os grupos. A inibicdo da via da COX, com indometacina,
determinou redugcdo da Rmax em ambos os grupos (Rmax SHAM= 118,3 + 8,04 vs
SHAM+INDO = 56,27 £+ 6,61, p <0,01 e OQT= 119,8 + 8,41 vs OQT+INDO= 72,64 +



9,34, p<0,01). Nao houve diferenca de reatividade entre os grupos incubados com
indometacina (SHAM+INDO e OQT+INDO). Houve reducdo de RMax, na presenca
de indometacina, apenas no grupo OQT+SPI. Este resultado sugere a participacéo da
aldosterona na via de ativacdo da COX, possivelmente de um vasoconstrictor, ja que
no grupo SHAM+SPI, a indometacina reduziu a contracdo maxima (Rmax: SHAM+SPI
= 120,4 = 7,56; OQT+SPI= 93,28 + 10,18, SHAM+SPI+INDO = 89,99 + 8,45;
OQT+SPI+INDO = 74,15 + 7,92, * p <0,05). A producao de NO endotelial parece ter
sido modificada no grupo tratado com losartan, sobretudo no grupo OQT+LOS-LN,
sugerindo a importancia da via da testosterona na producéo de NO mediada pelos
receptores de angiotensina Il. Estes dados sugerem que a testosterona participa da
producdo de NO mediada pela angio Il, pois quando retiramos a producédo de NO,
através do LN, no grupo castrado ha uma reducdo da Rméax em relacdo ao seu
controle, sugerindo a importancia da testosterona na resposta contratil mediada pelo
receptor de angiotensina AT1 (Rméax: SHAM+LOS =127,5+5,63; OQT+LOS = 135,6
+4,74; SHAM+LOS LN =183,4 + 10,50; OQT+LOS LN =151,8 + 8,311; * p<0,05). Os
efeitos do tratamento com inibidor da angiotensina Il, losartan, em anéis sem
endotélio, mostraram que a lesdo do endotélio provocou 0 aumento da resposta a
fenilefrina no grupo SHAM. Entretanto, ndo houve diferenca entre 0s grupos
OQT+LOS E- e OQT+LOS CT, sugerindo uma modulagédo positiva vasoconstrictora
gue depende da presenca de angiotensina Il. A castracdo modificou a resposta
dependente do endotélio durante o tratamento com losartam (Rmax: SHAM+LOS =
127,5 £ 5,63; OQT+LOS = 135,6 + 4,74; SHAM+LOS E- = 217,3 + 26,77; OQT+LOS
E- =145,3 + 7,90. * p<0,05). O conjunto desses resultados sugerem a participacao da
testosterona e aldosterona, na modulacdo de longo prazo, da contracdo vascular,
induzida pela fenilefrina.

Palavras-chave: Testosterona; Angiotensina Il; Reatividade Vascular; Aldosterona,

Hormonios Sexuais Masculinos; Endotelio Vascular.

DESTAQUES

1. A resposta maxima a fenilefrina nédo foi diferente entre os grupos SHAM e OQT,
com e sem endotelio e na presenca de L-NAME;
2. Os tratamentos por 3 meses com losartam e apocinina, ndo modificaram a Rmax

a fenilefrina intragrupo;



3. A reatividade a fenilefrina foi menor no grupo OQT+SPI quando comparado com
aos grupos: OQT, SHAM+SPI;

4. Testosterona e Aldosterona, conjuntamente, regulam positivamene a reatividade
vascular, possivelmente por diminuirem a biodisponibilidade de NO e estimular um

prostanoide vasoconstrictor;
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orquidectomizado

Aldosterona + Testosterona m

7 “SNGS N

COX / \'NOS

COX
f PG \g)constrictora ‘No g tﬁo
‘ PG Vasodilatadora ‘ PG Vasoconstrictora

Endotélio t PG Vasodilatadora

Endotélio +Estimulo

" J_Inibi a0
Reatividade Vascular l Reatividade Vascular c

Musculo Liso Vascular Musculo Liso Vascular

2- O tratamento com Losartan aumentou a poténcia a fenilefrina no grupo

orquidectomizado.

]
Aldosterona + Testosterona Angiotensina Il
/ \/ ‘ Aldosterona Angiotensira Il + Testosterona

NO >y
LTl

S - C
'PG Vasoconstrictora NO ‘ NO
'PG Vasodilatora fPG Vasoconstrictora

Endotélio ‘,PG Vasodilatadora * st
Endotélio stmula
l Inibigdo

Reatividade Vascular t Poténcia a Fenilefrina

Musculo Liso Vascular Musculo Liso Vascular

Hipdtese do mecanismo envolvido no aumento da poténcia a fenilefrina, no grupo
orquidectomizado tratado com losartan por 12 semanas. Na auséncia de testosterona

e bloqueio dos receptores para Angiotensina Il, aldosterona provocaria inativacéo da



NOS, com reducdo de NO, e ativagdo da COX, com aumento de prostanoides
vasoconstricores ou reducgao de prostanoides vasodilatadores.

ABSTRACT

Testosterone is a vasoactive hormone, which acts by genomic and non-genomic
mechanisms. Acutely, it may have endothelium-dependent vasodilatory actions.
However, the long-term modulation of testosterone on the regulation of vascular tone
remains unclear. The hypothesis of this study is that, in the long term, testosterone
participates in the vascular reactivity regulation, dependent on the renin-angiotensin-
aldosterone system.

Wistar rats (N=128), at 12 weeks of age, were divided into male Control (SHAM) and
orchiectomy surgery (OQT), treated for 3 months with losartan, an angiotensin Il
receptor blocker (SHAM+LOS and OQT+ LOS), 15 mg/kg, s.c); spironolactone
(SHAM+SPI and OQT+SPI, 80 mg/kg, gavage), mineralocorticoid receptor antagonist
and apocynin, NADPH oxidase inhibitor (SHAM+APO and OQT+APO, 30 mg/kg,
drinking water), Vascular reactivity was analysed in isolated aortic rings, as the
percentage of response to KCI (75 mM), superfused with modified Krebs pH 7.4,
36.50C. The presence of vascular presence was observed in vitro as curves-response
to phenylephrine (10-11 to 10-3 M) and absence of: L-NAME, 100 uM; indomethacin
(INDO, 10 pM) and endothelium-denuded rings (E-). Plasma lipid peroxidation was
measured using the TBARS technique. (CEUA-UFES 017/2020). Results were
expressed as mean + SEM and using Student's t test, analysis of variance (ANOVA),
one way. The OQT groups, untreated and OQT treated with APO and LOS, had lower
body weight at the end of the 3 months (SHAM 231 + 11g; OQT= 158,4 + 13,00%;
OQT+APO 208,3 *+ 15,4g; OQT+LOS 156,0 + 23,0g *p<0,05). The Rmax for
phenylephrine was the same between the SHAM and OQT groups. Treatments for 3
months with LOS and APO did not change Rmax to phenylephrine. However, LOS
treatment reduced the pD2 of the OQT group (log EC50: OQT= -6.240 + 0.15 vs
OQT+LOS= -7.218 £ 0.23 *p<0.01). Inhibition of MR receptors with spironolactone
determined a lower maximal contraction to phenylephrine in the OQT group than in the
SHAM, suggesting that this pathway could be testosterone dependent. (SHAM+SPI
=120.4 £ 7.56% n=10 vs OQT+SPI= 93.3 + 10.2% n=10; *p<0.05). Phenylephrine
reactivity increased in the presence of L-NAME and in the absence of E, similarly

between the groups. Inhibition of the COX pathway with indomethacin determined a



reduction in Rmax in both groups (Rmax SHAM=118.3 + 8.04 vs SHAM+INDO = 56.27
+6.61, p <0.01 and OQT=119.8 + 8.41 vs OQT+INDO= 72.64 + 9.34, p<0.01). There
was no difference in reactivity between the groups incubated with indomethacin
(SHAM+INDO and OQT+INDO). There was a reduction in RMax, in the presence of
indomethacin, only in the OQT+SPI group. This result suggests the participation of
aldosterone in the COX activation pathway, possibly of a vasoconstrictor, since in the
SHAM+SPI group, indomethacin reduced the maximum contraction (Rmax:
SHAM+SPI = 120.4 + 7.56; OQT+ SPI= 93.28 + 10.18; SHAM+SPI+INDO = 89.99 +
8.45; OQT+SPI+INDO = 74.15 + 7.92, * p <0.05). Endothelial NO bioavaliability seems
to have been modified in the group treated with losartan, especially in the OQT+LOS-
LN group, suggesting the importance of the testosterone pathway in the production of
NO mediated by angiotensin Il receptors. These data suggest that testosterone
participates in the production of NO mediated by angio Il, because when we remove
the production of NO, through the LN, in the OQT group, there was a reduction in Rmax
in relation to its control. Is suggests the importance of testosterone in the contractile
response. mediated by the AT1 angiotensin receptor (Rmax: SHAM+LOS = 127.5 £
5.63; OQT+LOS = 135.6 + 4.74;, SHAM+LOS LN = 183.4 = 10.50; OQT+LOS LN =
151.8 £ 8.311; * p<0.05). The effects of treatment with the angiotensin Il inhibitor,
losartan, on rings without endothelium, showed that the endothelium injury caused an
increase in the response to phenylephrine in the SHAM group. However, there was no
difference between the OQT+LOS E- and OQT+LOS CT groups, suggesting a
vasoconstrictor positive modulation that depends on the presence of angiotensin Il.
These data suggest that testosterone participates in the production of NO mediated by
angio I, because when we remove the production of NO, through the LN, in the
castrated group there is a reduction in Rmax in relation to its control, suggesting the
importance of testosterone in the contractile response. mediated by the ATl
angiotensin receptor (Rmax: SHAM+LOS = 127.5 + 5.63; OQT+LOS = 135.6 * 4.74;
SHAM+LOS LN =183.4 £ 10.50; OQT+LOS LN = 151.8 + 8.311; * p<0.05). The effects
of treatment with the angiotensin Il inhibitor, losartan, on rings without endothelium,
showed that the endothelium injury caused an increase in the response to
phenylephrine in the SHAM group. However, there was no difference between the
OQT+LOS E- and OQT+LOS CT groups, suggesting a vasoconstrictor positive
modulation that depends on the presence of angiotensin Il. Orchidectomy modified the

endothelium-dependent response during treatment with losartam (Rmax: SHAM+LOS



= 127.5 £ 5.63; OQT+LOS = 135.6 + 4.74; SHAM+LOS E- = 217.3 £+ 217.3 + 26.77,
OQT+LOS E- =145.3 £ 7.90. * p<0.05). In conclusion, the set of these results suggest
the long term participation of testosterone and aldosterone in the modulation of

vascular contraction induced by phenylephrine.



1 INTRODUCAO

A terapia de privacdo androgénica (ADT) é o tratamento padrdo para cancer de
prostata metastatico, especialmente para pacientes com doenca metastatica
(KAKARLA et al., 2022; MILLER, 2016). A incidéncia de infarto do miocérdio, acidente
vascular cerebral, diabetes e até mortalidade aumenta em pacientes que recebem
ADT. De acordo com Saigal et al. (2007) (SAIGAL et al., 2007), pacientes com cancer
de préstata em uso de ADT por pelo menos um ano apresentaram risco 20% maior
de morbidade cardiovascular. Os individuos comecaram a encontrar esse risco
elevado apds apenas 12 meses de tratamento. Teoh et al. (2020) (TEOH et al., 2022)
afirmam que a castracao cirdrgica esta ligada a um maior risco de eventos tromboticos
cardiovasculares. No entanto, os mecanismos fisiopatoldégicos de como a ADT
aumenta o risco cardiovascular e induz eventos cardiovasculares ainda nao estéo
claros. Foi demonstrado que a ADT causa disfuncdo endotelial em ratos machos. Tal
mudanca pode estar associada a regulacdo positiva e ativacdo do estresse oxidativo
induzido por Angiotensina Il e pela enzima NOX vascular (TEOH et al., 2015). A
testosterona, o principal andrégeno, € um horménio vasoativo, que atua por
mecanismos gendmicos e nao gendmicos. Agudamente, a testosterona pode
apresentar acbes vasodilatadoras dependente do endotélio. Entretanto, ainda néo
estad clara, sua modulacdo, em longo prazo sobre a regulacdo do tdnus vascular
(CONVERSE; THOMAS, 2021; KOUKOULIS et al., 2022).

1.1 Testosterona

1.1.1 Historico

Foi em meados de 1889 que as primeiras experiéncias do Fisiologista francés Charles
Edward Brown-Séquard, com testosterona, foram comunicadas. Aos 72 anos de
idade, ele apresentou as primeiras provas indiretas da acdo androgénica através de
secrecédo interna depois de injetar em si mesmo um extrato testicular e perceber a
melhoria da sua saude consideravelmente. Quase cinco décadas depois (1935), Ernst
Laqueur cristalizou, em seu laboratério, a substancia ativa a partir de um extrato obtido
de testiculos de touro e este parecia preencher todos os critérios para um hormonio
androgénico completo. ApoOs caracteriza-lo quimicamente e fisiologicamente ele e

seus colaboradores batizaram o hormonio de testosterona (BRINKMANN, 2011).
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Apesar de todo conhecimento acumulado no ultimo século sobre a testosterona e sua
importancia para varios érgaos e fungdes do corpo, a discussao a respeito do papel
da testosterona para 0s seres vivos, sobretudo no contexto das doencas

cardiovasculares, ainda é extremamente relevante e necessaria.

1.1.2 Mecanismos de sintese, armazenamento e transporte da testosterona

Apesar de ser conhecida como hormonio sexual masculino, o principal dos
andrégenos endogenos, a testosterona ndo é exclusividade masculina; mulheres
podem produzi-la nos ovarios e glandulas adrenais além de, durante a gravidez, o
conjunto feto-placenta sintetizar andrégenos e estrégenos que desempenham um
importante papel biol6gico nos estagios de desenvolvimento do feto (LORIGO et al.,
2019). O GnRH, horménio liberador de gonadotrofina € o hormdnio responséavel por
regular de forma indireta a atividade gonadal; este age na pituitaria anterior para
estimular a liberacdo do horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante
(FSH). Nos testiculos de homens, o LH estimula a sintese de testosterona pelas
células de Leydig e o FSH estimula a espermatogénese pelas células de Sertoli.

Na fase fetal, a testosterona é secretada pelas células de Leydig fetais, estimulada
pela gonadotrofina coridbnica humana (hCG), e agindo localmente induzindo a
diferenciacdo dos dutos de Wolff em epididimo, duto deferente e vesiculas seminais
entre a 92 e 132 semanas de gestacao; a regressao dos dutos de Miller é induzida
pela acéo local do horménio anti-Mulleriano (AMH), secretado pelas células de Sertoli.
A diferenciacao da genitalia externa em pénis, bolsa escrotal e uretra peniana também
ocorre entre a 92 e 132 semanas de gestacédo e requer adequada concentracédo de
testosterona e conversdo desta para um outro andrégeno mais potente, a
dihidrotestosterona (DHT), através da acdo da 5a-redutase em tecidos-alvo
(MENDONCA et al., 2005).

A testosterona circula na corrente sanguinea principalmente ligada a proteinas
séricas, como a albumina e a SHBG (do inglés sexual hormone-binding globulin),
globulina ligadora de horménio sexual, um homodimero de duas subunidades de
glicoproteina, cada uma delas compreendendo 373 aminoacidos e contendo um dnico
sitio de ligacédo de esterdides de alta afinidade (HANDELSMAN, 2020).
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Apenas 2-3% da testosterona circulante é livre e o nivel maximo é atingido em torno
dos 30 anos em homens e cai 1-2% por ano a partir de entdo. Biologicamente ativa, a
testosterona livre se liga aos receptores de andrégenos (AR, do inglés Androgen
Receptor) presentes no citosol e na membrana(LORIGO et al., 2019; ROBERT A.
KLONER, CULLEY CARSON IlII, ADRIAN DOBS, STEPHEN KOPECKY, 2016).

A molécula de testosterona é sintetizada a partir de uma sequéncia enzimatica de
passos a partir da molécula de colesterol. O colesterol tem origem predominantemente
na via de sintese de acetil-CoA com a hormdnio luteinizante que regula a etapa que
limita a taxa de conversao do colesterol em pregnenolona dentro das mitocondrias,
enquanto as etapas enzimaticas restantes ocorrem no reticulo endoplasmatico liso. A
testosterona e o seu metabolito androgénico, a di-hidrotestosterona (DHT), exercem
efeitos biolégicos diretos através da ligacdo ao AR e acdo indireta através da
aromatizacdo da testosterona ao estradiol, o que permite uma acao através da ligacao
ao receptor de estrogénio (ER, do inglés strogen receptor) (Figura 1) (HANDELSMAN,
2020). Portanto ha um precursor comum para estrogénios e androgenos, com carater
lipofilico e por este motivo ha uma facilidade em atravessar membranas bioldgicas.
A testosterona circula no sangue em concentracdes maiores que sua solubilidade
aquosa ligando-se a proteinas plasmaticas em circulacao e a mais importante destas
€ a SHBG e consequentemente, a concentracdo de SHBG influencia fortemente a
atividade e os efeitos da testosterona (HANDELSMAN, 2020).
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Figura 1 — Diagrama das vias da esteroidogénese humana (HAGGSTROM; RICHFIELD, 2014)
Fonte: Haggstrom M, Richfield D (2014). "Diagram of the pathways of human steroidogenesis".
Wikiversity Journal of Medicine 1 (1). DOI:10.15347/wjm/2014.005. ISSN 20018762.

1.1.3 Interacao da testosterona com o sistema cardiovascular

Hormonios esteroides tem papéis na regulacéo de uma ampla variedade de processos
corporais incluindo regulacdo de pressdo sanguinea (LYRIO; RIBEIRO JR;
STEFANON, 2014), indicando a importancia destes para o sistema cardiovascular.

A concentracdo de testosterona decresce com a idade; esta diminuicdo tem sido
associada com um aumento na aterosclerose e risco cardiovascular. Em condi¢des
clinicas, como diabetes mellitus tipo 2, hipotireoidismo, obesidade, sindrome nefrotica
pode ocorrer a diminuicdo da concentracao plasmatica de SHBG, o que, segundo o
European Male Aging Study - EMAS, pode resultar em mais testosterona livre. A

senilidade, hipertireoidismo e a cirrose aumentam as concentracdes plasméticas de
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SHBG e podem resultar em uma concentracdo aumentada de testosterona livre na
faixa hipogonadal (ROBERT A. KLONER, CULLEY CARSON I, ADRIAN DOBS,
STEPHEN KOPECKY, 2016; WU et al., 2008).

Em mulheres, o0 estrogénio exerce uma funcdo protetiva para o sistema
cardiovascular. Entretanto, no periodo pdés menopausa, a deficiéncia nos niveis de
estrogénio pode contribuir para o aparecimento de doencas cardiovasculares. Nos
homens, ainda ndo temos um consenso sobre o impacto dos horménios sexuais
masculinos sobre o sistema cardiovascular. Ha indicios de que a mesma protecao
verificada em fémeas parece acontecer com 0s androgénios, mas como O0S
mecanismos ainda néao estdo elucidados.

Estudo publicado por nosso grupo mostrou que a orquidectomia previne a disfuncéo
da contratilidade induzida pelo infarto do miocéardio em ratos machos (RIBEIRO JR et
al., 2017). Uma explicagéo para este fato poderia ser o aumento do transiente de
calcio e da expressdao da proteina SERCA-2. Neste estudo, a reposicdo de
testosterona restaurou o comprometimento da contratilidade no grupo castrado e
infartado, apoiando a idéia de que a testosterona tem efeitos negativos sobre a
contratilidade cardiaca. Os autores sugeriram que, a deficiéncia de testosterona,
poderia ter beneficios ap6s um evento de infarto do miocardio (RIBEIRO JR et al.,
2017).

Segundo (LYRIO; RIBEIRO JR; STEFANON, 2014), consideraveis evidéncias
sugerem que a testosterona, e outros andrégenos, tém efeito protetor no SCV e
podem desempenhar um papel importante na regulacdo aguda da fungéo vascular.
Muito embora os estudos continuam deixando pontos de divergéncia em relacdo aos
beneficios da terapia de reposicdo hormonal. Alguns apontam que a baixa
concentracdo de testosterona contribui para um prejuizo/aparecimento de DCV. No
entanto, estudos demonstraram que a terapia para repor testosterona exégenamente
de forma que sua concentragcao se regularize, promove aumento de eventos adversos
na populacédo estudada (LYRIO; RIBEIRO JR; STEFANON, 2014).

1.1.4 Interacao da testosterona e do sistema vascular
A testosterona € capaz de agir nos vasos modulando a tensdo do MLV diretamente

ou através do endotélio vascular.
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1.1.4.1 Estrutura dos vasos sanguineos

Estruturalmente os vasos sanguineos sdo compostos por trés camadas, também
chamadas de tunicas: adventicia, média e intima, esta Ultima composta por l[amina
elastica interna, lamina basal e endotélio; cada uma exercendo sua funcao no intuito
principal de circulacdo do sangue entre os tecidos (Figura 2). Estas camadas podem
ser influenciadas por fatores mecanicos, como a pressao sanguinea, ou metabdlicos
com influéncia local no tecido do vaso. Os capilares ndo compartilham de todas estas
camadas, estando compostos apenas por endotélio e sua membrana basal.

A tunica adventicia se compde principalmente de colageno tipo | e fibras elasticas.
Atunica média é onde estdo as células musculares lisas dispostas concentricamente
e organizadas helicoidalmente e entremeadas de matriz extracelular (fibras e lamelas
elasticas e colageno tipo Ill representado pelas fibras reticulares; proteoglicanos e
glicoproteinas.), cujas moléculas sdo produzidas pelas préprias células do musculo
liso. A tunica intima é composta pelas células endoteliais apoiada na camada
subendotelial (camada de tecido conjuntivo frouxo), e nas artérias a intima esta
separada da média por uma lamina eléstica interna composta majoritariamente de
elastina; esta lamina é fenestrada para proporcionar difusdo de substancias
(JUNQUEIRA; CARNEIRO; ABRAHAMSOHN, 2018).

Endotelio Media

Lamina Basal Adventicia

-
: N

Figura 2 — Diagrama estrutural de artéria muscular de médio calibre. Fonte: criado em LifeART

Collection Images.

1.1.4.2 Musculo liso vascular (MLV)
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Tecido altamente especializado com fungdo majoritaria de contracdo e regulacdo do
tbnus vascular, da pressédo sanguinea e do fluxo sanguineo. As células do musculo
liso vascular (MLV), maduras, apresentam baixa taxa de proliferacdo, baixa atividade
sintética e expressam um arsenal peculiar de proteinas contrateis, canais idnicos e
moléculas de sinalizacdo necessarias para a contratilidade da célula que é muito
peculiar destas células, portanto ndo sendo encontradas em outras. Durante a
angiogénese a principal funcdo destas células € a proliferacdo e producdo de
componentes da matriz da parede do vaso; além disso, quando maduras, o MLV tém
alta capacidade de plasticidade, o que permite mudancas profundas e reversiveis no
fenotipo em resposta a sinalizagdo ambiental local (OWENS, 1995; RZUCIDLO;
MARTIN; POWELL, 2007).

Desde a década de 1950, os pesquisadores vém desvendando e comprovando a
importancia do ion calcio (Ca?*) para a contracdo celular, através de técnicas
experimentais para investivegar mecanismos celulares envolvidos na contracédo e
relaxamento dos trés tipos de musculos, inclusive o liso.

MLV modula o didmetro do vaso, e consequentemente, a resisténcia vascular. A
resposta contratil do MLV depende da concentragdo citoplasmatica de Ca?*, o qual se
liga a calmodulina possibilitando a ativacdode uma quinase que fosforila a cadeia leve
de miosina (MLCK — myosin light chain kinase) o que ativa o processo contratil. Em
geral as isoformas da MLCK, como a isoforma do MLV, sdo dependentes de uma
proteina de ligacdo ao calcio como mediadora intermediaria, a calmodulina. A
atividade da MLCK aumenta cerca de 1000 vezes em resposta ao aumento da
concentracdo de Ca?* citosélico e isso desencadeia a contracdo no MLV (RESENDE;
GUATIMOSIN; LEITE, 2012; TOUYZ et al., 2018).

O aumento da concentracdo citoplasmatica de Ca?* é maior pela ativacdo por
agonistas, do que pela despolarizacéo induzida. O potencial de acdo do musculo liso,
na maioria dos casos, é gerado por canais de Ca?* tipo L, mais do que os de sédio
(Na*) regulado por voltagem, e isto € uma importante via de acesso de calcio para o
citosol. O Ca?* é essencial para a contracdo de uma forma geral, o qual pode ser
armazenado no reticulo sarcoplasmatico (RS). Sua liberacéo depende da ativacéo do
trifosfato de inositol, IP3, que pode ser gerado pelo estimulo de agonistas como o0s

receptores para angiotensina Il, como o AT1, peptideos vasoativos, como a ET-1
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(receptor de endotelina 1), e pelos ai-adrenégicos (estimulo neuro-humoral); estes
por sua vez ativardo receptores acoplados a proteina Ggq. A enzima fosfolipase C, que
ao atuar sobre o PIP2 (fosfatidil inositol 4,5-bifosfato) presente na membrana
plasmatica originara dois importantes segundos mensageiros, o0 IP3 e DAG
(diacilglicerol) (TOUYZ et al., 2018). O DAG ativa a proteina cinase, como por
exemplo a proteina cinase C (PKC), que migra do citosol para a membrana onde
fosforila canais de Ca?* e promovera seu influxo de Ca?* para o citosol. Esta acgéo,
causa o aumento da concentracdo do Ca?* citoplasmatico que ficara disponivel para
a contracdo. O IPs por sua vez se liga ao receptor de IP3 (IPsR) que libera Ca?* do
reticulo causando um influxo deste para o citosol; com sua concentracao
citoplasmatica de Ca?* aumentada, havera mais interacdo deste com a calmodulina,
Ca?*-Calmodulina, que é determinante para a funcdo da MLCK, que levara a
fosforilagdo da miosina e por fim a contracdo muscular (Figura 3). (RESENDE;
GUATIMOSIN; LEITE, 2012).

HA mecanismos de contracdo independentes do Ca?* associados com alteracédo da
sensibilizacdo de Ca?' e remodelamento do filamento de actina e aumento da
biodisponibilidade de espécies reativas de oxigénio (ROS — reactive oxygen species),
da qual falaremos adiante, e estes também modulam a contracao vascular (TOUYZ et
al., 2018).

O relaxamento do MLV, pode ser gerado pela ativagao de receptores $-adrenérgicos
acoplados a proteina Gs. Esta proteina estimulara a producao de AMP. e ativacdo da
PKA (proteina cinase dependente de AMP¢). A PKA levara a reducéo da concentragédo
de Ca?* no citosol, portanto contribuindo com a cessacédo da contragdo (LINCOLN;
SELLAK, 2001; RESENDE; GUATIMOSIN; LEITE, 2012).

Os receptores muscarinicos Ms, também da familia de receptores acoplados a
proteina G, no MLV guando estimulados resultam na liberacdo de NO (nitric oxide —
oxido nitrico) pelas células endoteliais provocam relaxamento nesta musculatura. O
endotélio também secreta vasoconstrictores que regulam a contracdo vascular, por
exemplo endotelina-1 (ET-1) e prostandides vasoconstrictores (TOUYZ et al., 2018)
(vide Figura 4).

O mecanismo-chave vasodilatador da testosterona tem sido proposto por varios
estudos e envolve a abertura do canal de potassio e/ou inativacdo do canal de calcio

(figura 3) e geralmente por acdes ndo gendmicas.
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Figura 3— Regulagao dependente de Ca?* da contragdo do MLV. Vasoconstritores induzem a contragao
do MLV pelo aumento da concentracdo intracelular de Ca?*. Peptideos vasoativos, assim como
Angiotensina Il, liga-se ao receptor acoplado a proteina G (GPCRs, do ingés G protein-coupled
receptors) ativam a fosfolipase C (PLC) levando a (i) producéo de IPz e (ii) formacgéo de diacilglicerol
(DAG). IP3 liga-se ao receptor IP no canal de Ca?* (InsP3R) e induz a liberagdo de Ca?* do reticulo
sarcoplasmético (SR, do inglés sarcoplasmic reticulum). DAG causa a ativacao da proteina cinase C
(PKC), que influencia os canais de Ca?*, assim como os SOC (do inglés, store-operated Ca?* channel)
ou canal de célcio operados por estoque; SMOC (do inglés, second messenger-operated Ca?* channel)
ou canal de calcio operado por segundos mensageiros; canal de calcio operado por voltagem (VOC,
do inglés voltage-gated Ca?* channel) e o trocador Na*-Ca?* (NCX, do inglés, Na*-Ca?* exchanger). A
PKC também estimula a atividade do receptor de rianodina do canal de calcio (RyR) induzindo a
liberacdo do Ca?* do SR. A atividade da MLCP (Fosfatase das cadeias leves de miosina) pode ser
reduzida pela fosforilagdo da CPI-17. Ca?* se liga a calmodulina e ativa a cinase da cadeia leve da
miosina (MLCK do inglés, myosin light chain kinase), levando a fosforilagdo da Ser19, polimerizagao
da actina,e contracao vascular (TOUYZ et al., 2018).

1.1.4.3 Endotélio vascular
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O endotélio vascular, do ponto de vista histolégico € composto por células epiteliais,
denominado epitélio simples, células achatadas de nucleos alongados que revestem
o interior dos vasos sanguineos. O endotélio vascular forma uma barreira
semipermeavel interposta entre dois compartimentos do meio interno: o plasma
sanguineo e o fluido intersticial, além de secretar moléculas biologicamente ativas
(JUNQUEIRA; CARNEIRO; ABRAHAMSOHN, 2018).

Os estudos sobre o endotélio vascular, feitos no final da década de 70 e inicio da
década de 80 tém relevancia sustentada até os dias de hoje. Colocamo-nos sobre
ombros de gigantes como, Paul M. Vanhoutte, Salvador Moncada, Robert F.
Furchgott, Anne Higgs, Louis J. Ignarro, entre tantos outros, quando ainda hoje
exploramos o0 universo que constitui 0 endotélio e suas interacdes biolégicas no
sistema vascular.

Quem primeiro indicou que o endotélio possuia importancia no controle do ténus
vascular, através de producado de substancias vasoativas, depois demonstraram que
as células do endotélio tinham papel no relaxamento vascular em resposta a
acetilcolina (ACh) foram Furchgott e Zawadzki, 1980. Mais tarde ficou claro a
existéncia de um fator que causava relaxamento vascular e que este estava ligado ao
endotélio, inicialmente assim chamado, fator de relaxamento derivado do endotélio
(EDRF), e posteriormente identificado como 6xido nitrico (NO) (ROBBINS; GRISHAM,
1997).

O endotélio responde a estimulos humorais, neurais e especialmente hemodinamicos;
além de regular a funcdo plaquetéria, respostas inflamatérias, crescimento e migracao
do musculo liso vascular e modular o ténus vascular sintetizando e liberando
substancias vasoativas. Este age também como uma barreira seletiva dividindo o
interior e o exterior dos compartimentos vasculares fornecendo revestimento nao
trombogénico ao sistema cardiovascular. A funcdo de barreira esta entre as mais
basicas do endotélio vascular, regulando o transporte de macromoléculas entre o
[imen vascular e o musculo liso. HaA mecanismos variados pelos quais as
macromoléculas atravessam a barreira endotelial: através das proprias células
endoteliais, difundindo-se lateralmente dentro da membrana da célula endotelial e
assim ao redor da célula, também através das juncdes existentes entre as células,

através das gaps endoteliais, ou através do transporte vesicular. A maioria das

30



moléculas sao grandes demais, aniénicas ou hidrofilicas para atravessar a membrana
da célula livremente, entdo sd0 necessarios mecanismos tais como as juncoes
intercelulares, transporte vesicular ou a existéncia de canais transitorios resultantes
da fuséo de vesiculas para o transporte das macromoléculas.

O endotélio esta posicionado anatomicamente num local que permite a interacdo nao
apenas com os componentes circulantes do sangue e as células, como também com
parede vascular, regulando o transporte de macromoléculas entre o limen do vaso e
o musculo liso vascular (CAHILL; REDMOND, 2016).

Os pioneiros do estudo do endotélio inicialmente nominaram de fator (endothelial-
derived relaxing fator - EDRF), um fator que causava o relaxamento vascular, sendo
mais tarde identificado por Palmer e Ignarro em 1987. Curiosamente, 0 mesmo grupo,
fez esta descoberta no mesmo ano, identificando o EDRF, como analogo ao é6xido
nitrico.

Entre os fatores relaxantes do endotélio estdo também as prostaciclinas e o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF).

e Fatores relaxantes derivados do endotélio

Oxido Nitrico

Este é um sinalizador celular diferente do habitual, chamado por Forstermann e
Sessa de molécula sinalizadora pouco ortodoxa, por possuir numerosos alvos
celulares. O NO controla fun¢des que vao desde neurotransmissao, regulagéo do
ténus vascular por estimulacdo da guanilato ciclase sensivel ao NO, até transcricédo
génica e transducdo de RNA mensageiro produzindo modificacfes pos transducao
de proteinas (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

O NO é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina, por uma familia de enzimas
chamadas de 6xido nitrico sintases ou NO sintases, ou simplesmente NOS; sintese
feita pela maioria das células na parede do vaso (MONCADA, 1994; OLIVEIRA-
FILHO, 2012; ROBBINS; GRISHAM, 1997; RUBANYI, 1991; SCHINI;
VANHOUTTE, 1993).

Nos mamiferos, incluindo os humanos, o NO pode gerar trés diferentes isoformas
da NOS: neuronal, nNOS ou NOS I[; induzivel, INOS ou NOS I, e endotelial, eNOS
ou NOS IIl.
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Todas as isoformas de NOS utilizam a L-arginina como substrato e o oxigénio
molecular e nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) reduzidos, ou
seja, com ganho de elétrons, como co-substratos; flavina adenina dinucleotideo
(FAD), flavina mononucleotideo (FMN), e (6R-) 5,6,7,8-tetrahydro-L-biopterina
(BH4) sao co-fatores de todas as isoenzimas.

Todas as isoenzimas da NOS sdo homodimeros, ou seja, sdo formadas por dois
componentes chamados dimeros idénticos, o0 mondmero 1 e o monémero 2,
possuindo dominios redutases e dominios oxidases em cada mondmero. Para a
formacao do 6xido nitrico, a NOS functional transfere elétrons liberados do NADPH
na regiao do dominio redutase, e via FAD e FMN para o heme na regido do dominio
oxigenase. O dominio oxigenase também liga o co-fator essencial BH4, o oxigénio

molecular e o substrato L-arginina.

Em vasos sanguineos, saudaveis a producao de NO se d& devido a forma constitutiva
da NOS, dependente de calcio presente nas células endoteliais, mas quando ha uma
injuria no sistema vascular ha ativacdo dos mecanismos de defesa e mediadores
inflamatorios e reacdes imunoldgicas e uma NOS néo responsiva ao célcio produz NO
em grande quantidade nas células da parede do vaso, também conhecida por iNOS,
ou NO sintase induzivel. (MONCADA, 1994; OLIVEIRA-FILHO, 2012; ROBBINS;
GRISHAM, 1997; RUBANYI, 1991; SCHINI; VANHOUTTE, 1993). Embora nao seja
alvo de nosso interesse neste momento, ha ainda a isoforma NOS neuronal, presente
no musculo esquelético, pulmdes, testiculos, préstata, pele e nos neurdnios

vasopressinérgicos do hipotalamo.

Como uma molécula gasosa, lipossoluvel com uma meia vida curta, o NO desenvolve
amplo papel nas fun¢des fisiologicas, que vado desde modulacéo da motricidade do
vaso, proliferacdo celular e interacdo das células do sangue com a parede vascular,
por este motivo a producdo inadequada de NO contribui para uma série de doencas
cardiovasculares como hipertenséao, aterosclerose (SCHINI; VANHOUTTE, 1993).
Diminuir a produgcdo de NO pode levar a vasoespasmo, assim como uma

superproducao poderia causar uma vasodilatacao patologica.
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Sendo o NO uma molécula lipofilica, este pode rapidamente se difundir através das
membranas bioldgicas e isso promove comunicacao entre as células endoteliais e
células do ML, bem como neurdnios terminais e a células do ML (KATUSIC, 1992).
Em suma, o NO atua em diversas sinalizacfes celulares relacionadas a enzimas e
proteinas-alvo, e pesquisadores afirmam que a via de sinalizacao estimulada pelo NO
mais importante é a ativagdo da guanilato ciclase solluvel e a geracdo de GMP ciclico
(GMP).

Especificamente sobre a NOS endotelial (eNOS), sabemos que a CaM ativada por
Ca?* é um importante regulador da atividade da eNOS; esta produz NO de maneira
importante, ficando claro que quando ha o aumento da atividade da eNOS, o Ca?*
intracelular também esta aumentado.

Segundo Forstermann e Sessa (2012), o Ca?* induz a ligacdo da CaM a enzima, mas
h& outras proteinas que também tem efeito regulador na atividade da eNOS, como a
hsp90 (heat shock protein), a caveolina-1, assim como estimulos fisicos como shear
stress, entre outros (FORSTERMANN; SESSA, 2012; HEMMENS; MAYER, 1998).
As funcoes fisioldgicas da eNOS incluem principalmente a vasodilatacéo e inibicdo de
agregacado plaguetéria e adesé@o pela estimulagdo da guanilato ciclase soluvel e
aumento do GMP ciclico nas células do ML; inclui inibicdo da adesao de leucdcitos e
inflamagé&o vascular pelo controle do NO endotelial na expresséo de genes envolvidos
na aterogénese; inclui controle da proliferacdo do MLV e estes efeitos antiproliferativos
provavelmente sdo mediados pelo GMP ciclico (FORSTERMANN, 2008;
FORSTERMANN; SESSA, 2012).

O NO afeta, ndo somente o MLV, mas também plaquetas, inibindo a agregacéo
plaquetéria e sua adesao ao endotélio. O efeito de antiagregacédo do NO age de forma
sinérgica com a prostaciclina, portanto a liberacdo combinada destes pode
representar um mecanismo fisiolégico com objetivo de prevenir a formacédo de
trombos (RUBANYI, 1991).

Prostaciclinas (PGI2)
Caracterizada como um metabolito do acido aracdbnico, a prostaciclina que é
catalisada enzimaticamente pela ciclooxigenase e prostaciclina sintase. E comumente

conhecida como um vasodilatador, inibidor de agregacdo plaguetaria e inibidor de
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proliferacdo de células musculares lisas vasculares (VSMC) (LI et al., 2021; VANE;
CORIN, 2003).

Os efeitos cardioprotetores da PGI2 sdo mediados pelos receptores de prostaciclina,
receptor IP, que estimula a adenilatociclase e isso gera o mensageiro secundario
adenosina monofosfato ciclico (cCAMP), ativando finalmente a sinalizagdo da proteina
quinase A (PKA). Ao ativar os receptores de prostaciclina (receptores IP), a
prostaciclina (PGI2) exerce efeitos protetores cardiovasculares, como vasodilatacdo e

inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas vasculares (VSMC);

Estudos de Li et al, 2021 mostraram que estes efeitos sdo abolidos por condi¢des
como hipertensao, dislipidemia e envelhecimento, e além de abolidos, pode ter efeitos
opostos aos protetores; e sob estas condi¢gfes, estudos em ratos espontaneamente
hipertensos, mostraram que houve um aumento da liberacdo de prostandides, cujo
PGI2 é a principal forma, ao invés de ativar receptores IP para causar relaxamento
das células do musculo liso vascular a liberacdo do PGI2 pelo endotélio inicia
vasoconstriccdo; e ao inibir os receptores TP, receptores de tromboxano, estas
contracdes foram inibidas, assim, a producdo de uma grande quantidade de PGI2
derivado do endotélio sob condic¢des hipertensivas resulta na ativacao paradoxal dos
receptores TP nos VSMCs, causando, assim, contracdes dependentes do endotélio.
No entanto, ndo se sabe se a deficiéncia do receptor IP inicia ou ndo a mudanca do
PGI2 de exercer efeitos protetores para efeitos prejudiciais na remodelacao vascular.
(LI et al., 2021).

Fator Hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)

Enquanto o NO tem acgé&o relaxante, como principal via de acdo a guanilato ciclase
soltvel, gerando o aumento do GMP, o EDHF parece ativar canais de K* no MLV
(RUBANYI, 1991) Dados sugerem gque subtipos de receptores muscarinicos mediam

a liberacéo de NO (receptor tipo M2) e EDHF (receptor tipo Mi).

Estudos tém avaliado o NO e sua modulacdo através da testosterona, mais
comumente sob a luz da deficiéncia da testosterona e a disfungéo endotelial que pode

levar a disfuncéo erétil e/ou disfuncéo vascular, ou até mesmo suas agdes sobre o
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sistema reprodutor (CHISTIAKQOV et al., 2018; KELLY; JONES, 2013). Entretanto, ndo
h& muitos estudos sobre seu efeito vascular e sua relacdo com doencas vasculares.
Tem sido descrito que, em concentracfes fisiolégicas de testosterona induz o
relaxamento de muitos leitos vasculares por meio de fatores relaxantes derivados do
endotélio incluindo o NO e prostaciclina (Figura 5) (ALVES et al., 2020; CHISTIAKOV
et al., 2018; YU et al., 2010).

Nas células endoteliais, a eNOS (NO sintase endotelial) € uma enzima chave para a
producdo de NO, ap6s a conversdo do substrato L-arginina em L-citrulina, e a
fosforilacdo do eNOS na serina-1177 que é conhecida por aumentar a atividade
enzimatica. Yu et al., 2010, afirmam que o aumento da producdo de NO pela
testosterona, foi abolido pelo pré-tratamento das células com um inibidor de NOS, L-
NAME, indicando o envolvimento de eNOS na estimulagao da testosterona (YU et al.,
2010).

O sistema renina angiotensina aldosterona € um sistema hormonal que envolve a
regulacdo da pressao do sangue e o equilibrio da agua, mas também pode contribuir
para o desenvolvimento de doenca cardiovascular (LU et al., 2019). Os elementos
envolvidos no sistema renina angiotensina séo, enzima conversora de angiotensina
(ACE ou ECA), angiotensina Il, os receptores de angiotensina Il, que sdo do tipo 1
(AT1) e dotipo 2 (AT2). Também existe um eixo contrarregulatério que envolve a ECA-
2 ou ACE-2, o peptideo biologicamente ativo Ang-(1-7) e o receptor MAS (GERMANO
BARP; BONAVENTURA; ASSREUY, 2021).

De forma classica, a angiotensina Il estimula o cértex da glandula adrenal a secretar
um hormonio esteréide chamado aldosterona, que por sua vez ativa o receptor de
mineralocorticoide (MR) no rim para regular o equilibrio de sédio no organismo. Neste
sistema ainda temos a ac¢do direta da angiotensina Il sobre os vasos através de
receptores de membrana para ang Il, AT1 e a acéo direta da aldosterona através de
receptores intracelulares de aldosterona, os MR, e estes contribuirdo para o controle
da pressdo sanguinea, remodelamento vascular e desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (LU et al., 2019).

Ainda segundo LU et al., 2019 muitos dos efeitos patofisiolégicos da ativacdo do
Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) serem mediados diretamente pela

ativacdo de AT1 e MR nas células musculo liso vascular (MLV) resultando em
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melhorada/aumentada vasoconstricdo, proliferacdo de células do MLV e fibrose
vascular. A ativacdo em excesso destes receptores contribui para o envelhecimento
cardiovascular e o desenvolvimento das mais comuns doencas cardiovasculares
como ataque cardiaco (infarto), acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca (LU
et al., 2019). O MR regula classicamente fun¢des celulares agindo como um fator de
transcricao ativado por ligante para modular a expressao génica, chamamos a este
efeito lento de efeito gendmico. Quando a modulagéo € através da sinalizacao celular
no citoplasma, o efeito € rapido e chamamos de ndo genémico (MCCURLEY et al.,
2013).

Niveis elevados de aldosterona tem sido relacionado como preditores para aumento
de risco para doencas cardiovasculares, como ataques cardiacos, acidentes
vasculares cerebrais e morte e os antagonistas dos receptores MR preveniram esta
mortalidade associada a niveis aumentados de aldosterona (MCCURLEY et al., 2013).
A ativacdo do MR é estimulada por danos endoteliais, sinalizacdo Angll e ligacdo de
aldosterona levando a sinalizacdo através de mecanismos gendmicos e nao
gendmicos. Esta sinalizacdo causa uma contracdo vascular melhorada, inflamacéo e
remodelacao resultando em hipertenséo, aterosclerose e envelhecimento vascular.
(MCCURLEY et al., 2013).

Baixas concentracdes de testosterona foram relacionadas a aumento do stress
oxidativo e a uma reducdo da capacidade antioxidante no homem, potencialmente
como mecanismo de distirbio de fluxo devido a danos vasculares e perda de
reatividade (KELLY; JONES, 2013)(MANCINI et al. 2008).

Testosterona

Mesmo apOs varios anos dedicados a pesquisa relacionados aos efeitos da
testosterona, ainda permanece sem um consenso especifico sobre suas benesses ou
seus efeitos deletérios sobre o sistema cardiovascular, sobretudo sobre a reatividade

vascular. Estudos ja indicam que, a administracdo de testosterona, em niveis supra

fisiologicos promovam efeitos deletérios.

Receptores vasculares para testosterona
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A testosterona pode ser convertida em di-hidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-alfa
redutase ou em estradiol sob a acdo da enzima do grupo do citocromo p-450, a
aromatase. A DHT tem mais afinidade com os receptores de andrégenos (AR), sendo
o andrégeno mais ativo. No plasma, sua concentracdo € muito baixa se comparada
as concentracfes da testosterona jA que os testiculos de adultos produzem mais
testosterona que DHT, mesmo que 0s niveis possam variar pelo ciclo circadiano e
estresse (LORIGO et al., 2019).

As acOes da testosterona e do DHT requerem a presenca de receptores de
andrégenos (AR) funcionais. Apdés a ligacao desses horménios aos receptores, ocorre
a transcricdo de genes especificos em tecidos-alvo.

Apenas 2-3% da testosterona circula livre na corrente sanguinea. Os andrégenos
livres atravessam a membrana das células-alvo por difusdo, e se ligam com alta
afinidade aos AR intracelulares. A ligacdo dos androgenos aos AR gera acdes
especificas como: 1) dissociacdo de proteinas inibitérias associadas ao receptor,
como a heat-shock protein 90 (HSP90), ativando o complexo; 2) transporte intra-
nuclear do complexo andrégeno/ receptor; 3) dimerizacao do receptor; 4) ligacdo com
elementos de resposta hormonal (HRE) e 5) associagdo com varios co-fatores
transcricionais, resultando no estimulo da transcricao de genes ligados aos elementos
de resposta; essas respostas geram mudancas conformacionais no receptor e
alteracdo na proteina, o que permitira sua interacao e iniciar seus efeitos biolégicos
(MENDONCGCA et al., 2005).

O AR faz parte de uma familia de fatores de transcricdo nuclear nos quais estédo
presentes também os receptores de estrégeno, receptores do hormdnio tireoidiano,
receptores da vitamina D, acido retindico e glicorticéides, da progesterona, além dos
receptores de mineralocorticoides (MENDONCA et al., 2005).

A testosterona € um hormdnio vasoativo que pode apresentar acdes agudas
vasodilatadoras em varios leitos vasculares (KELLY; JONES, 2013). Entretanto, nédo
esta claro a acdo em longo prazo da testosterona, sobre a regulagdo do ténus
vascular.

Na maioria dos casos, estudos experimentais com animais indicando que a
testosterona induz o relaxamento vascular sugere que isso ocorre através de

mecanismos ndo-gendmicos rapidos e que essas acdes sdo independentes do
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endotélio em uma variedade de leitos vasculares, incluindo artérias coronarias,
mesentéricas, iliacas, renais e femorais. Em contraste, outros estudos mostraram que
as denudacdes endoteliais inibem significativamente o relaxamento mediado por
testosterona na artéria mesentérica de ratos e artéria pulmonar humana isolada, com
diminuicdo da sensibilidade a vasodilatacédo induzida por testosterona. O mecanismo-
chave subjacente as a¢les vasodilatadoras potenciais da testosterona tem sido
proposto por varios estudos para envolver um efeito na funcédo do canal i6nico das
células musculares lisas, influenciar a abertura do canal de potassio e/ou a inativacéo
do canal de Ca?* (KELLY; JONES, 2013).
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Figura 4 Potenciais mecanismos pelos quais a testosterona influencia a reatividade vascular. Os
mecanismos de testosterona independentes do endotélio sdo considerados como ocorrendo
principalmente através da inibicdo de canais Ca2+ operados por voltagem (VOCCSs) e/ou ativacédo de
canais K+ (KCs) em células musculares lisas (SMCs). A testosterona partilha o mesmo sitio de ligacéo
molecular que a nifedipina na subunidade a1-C dos canais Ca2+ tipo L para causar bloqueio dos canais
em concentracdes fisiologicas, restringindo assim o influxo de Ca2+ e induzindo vasodilatagdo (1).
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Alguns estudos sugerem que as concentracdes farmacologicas de testosterona podem ativar a abertura
dos canais de Ca2+ e induzir vasoconstrigdo através do aumento do influxo de Ca2+. Em alternativa,
a testosterona ativa os canais de K+ operados por voltagem e/ou grande condutancia, canais de K+
ativados por Ca2+, aumentando o efluxo intracelular de K+ para induzir hiperpolarizacdo e subsequente
relaxamento (2). A testosterona também pode inibir o influxo intracelular de Ca2+ através de canais de
Ca2+ ativados em loja (SOCCs), bloqueando a resposta a prostaglandina F2a (PGF2a) (3). As acgdes
dependentes do endotélio da testosterona podem ser efeitos gendémicos e ndo genémicos a longo
prazo. A testosterona aumenta a expressao da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e aumenta a
producédo de o6xido nitrico (NO) (4). Se estas acfes séo através da ligacdo direta dos receptores de
androgénio, a aromatizacéo a ativacdo dos receptores de estradiol e estrogénio, ou a interacdo com
vias alternativas de sinalizacao intracelular permanece desconhecida. Além disso, foi demonstrado que
0 tratamento com testosterona aumenta a atividade de eNOS, aumentando potencialmente a
fosforilagdo através da ativagdo ndo-gendmica das vias de sinalizag¢éo intracelular e do influxo de Ca2+
(5). O aumento do NO atua sobre os SMC para induzir relaxamento ativando o GMPc, que por sua vez
ativa as quinases protéicas dependentes de GMPc (PKG) (6). PKG fosforilatos e ativa o reticulo
sarcoplasmético Ca2+-ATPase (SERCA), que aumenta a absorcdo de Ca2+ no reticulo
sarcoplasmético superficial (SR) e, portanto, diminui o Ca2+ global da célula. A PKG também aumenta
a liberacdo de Ca2+ no espa¢o submembrana onde a ativacdo dos canais K+ se segue e o PKG pode
inibir adicionalmente a atividade dos canais de Ca2+ diretamente para causar relaxamento. T,
testosterona (KELLY; JONES, 2013)

Testosterone

Growth factor receptors
(EGFR) transactivation

. ® Ll L1 B
./+ ““ AR phosphorylation

Y
\%__C'QEB ")-___ = C-Fos, c-Jun, NF-«B...
J/, -

Activation of transcription ™~

T~ MNucleus -

Figura 5- Esquema das vias de sinalizac@o extra-nuclear ativadas por testosterona (SUKOCHEVA,
2015). Apresentacdo esquematica dos caminhos de sinalizacdo extra-nuclear ativados por
testosterona. A testosterona se liga ao (s) receptor(es) androgénico(s) associado(s) a membrana néo
definida(s) (MAR) que pode(m) transduzir a sinaliza¢éo ajusante para a fosfolipase ¢ (PLC). A ativacéo
do PLC produz vérios segundos mensageiros, incluindo Ins(1,4,5)P3 (IP3) e DAG. Ca?* leva entédo a
um aumento do fluxo intracelular de Ca?*. Alternativamente, no caminho ERK, a Testosterona se liga
ao receptor associado a membrana, que se associa e ativa a Src kinase. Em um terceiro mecanismo
proposto, SHBG-AR GPCR ativa Ras, que por sua vez ativa a cascata de fosforilagdo. O ERK via
fosforilatos CREB para modular a expressdo génica. AR: receptor de androgénio associado a
membrana; CREB: proteina de ligag&do do elemento de resposta cAMP; DAG: diacilglicerol; GPCR: G-
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protein-coupled receptor; IP3: Inositol trisfosfato; PLC: Fosfolipase C; SRC: Src kinase; RAS: Proteina
RasGTPase; +: Indica efeito positivo na ativagao.

1.1.5 Hipotese

Apoiamos nossos estudos sobre a hipotese de que a regulacdo em longo prazo, do
tbnus vascular, seja mediada pela testosterona, através da modulacdo da

angiotensina e da aldosterona.

2 JUSTIFICATIVA

Estudos tém associado a testosterona e seus efeitos sobre o sistema cardiovascular
e renina angiotesina aldosterona. Alguns estudos mostram uma associacdo entre
baixos niveis de testosterona em homens e a hipertensao arterial, a doenc¢a coronaria
e o infarto do miocéardio. A administracdo aguda de testosterona foi capaz de diminuir
o tbnus vascular, mas, a longo prazo, os efeitos de androgénios parecem ser
associados a vasoconstricdo pela up regulation da expressao do tromboxano A2,
sintese de norepinefrina, expressdo da Angiotensina Il e acdo da endotelina-1
(KIENITZ; QUINKLER, 2008).

Assim, considerando que efeitos da testosterona sobre o SCV, ainda permanecem
sem um consenso e principalmente seus efeitos sobre a reatividade dos vasos, neste
estudo vamos avaliar a participacdo dos horménios sexuais masculinos, sobre a

reatividade da aorta de ratos wistar machos.
3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participagdo modulatéria da testosterona, dependente do sistema renina

angiotensina aldosterona (SRAA), sobre a reatividade vascular em anéis de aorta.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar se a castracdo modula a resposta vascular em anéis de aorta de ratos
wistar;

e Avaliar a resposta vascular mediada por angiotensina Il (via receptores AT1),
aldosterona e estresse oxidativo (pela via da NADPH oxidase) em anéis de aorta
de ratos wistar;

¢ |dentificar se os niveis de malondialdeido (MDA) em plasma sanguineo de ratos
wistar foram alterados pela castragéo;

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O uso e o cuidado dos animais experimentais foram realizados de acordo com 0s
principios éticos da pesquisa com animais estabelecidos pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA com protocolos experimentais
sujeitos a analise da Comissdo de Etica em Pesquisa com Animais — CEUA da
Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA UFES 17/2020).

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus), pesando entre
240 a 260 g (N=128), cedidos pelo biotério da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES). Os animais foram divididos em gaiolas com 3 animais por gaiola com forragéao
de maravalha macia absorvente e atoxica (Resolucdo Normativa CONCEA n°33 de
18/11/2016). Visando atender a Resolu¢do Normativa n°15 de 16/12/2013, os animais
foram mantidos em grupos, conforme recomendagao do CONCEA, destinando cerca
de 187,05cm? (peso entre 200 e 300 g) por animal e chegando a uma éarea de
aproximadamente 451,5 cm? conforme o desenvolvimento dos animais. As gaiolas
tinham dimensdes aproximadas de 30x20x18 cm. Os animais foram mantidos sob

condicdes salubres de temperatura e umidade (entre 20-25°C), com livre acesso a
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agua potavel e racado propria para roedores, mantendo ciclos de claro e escuro de 12h
de acordo com as especificagbes CONCEA.

4.3 MODELO EXPERIMENTAL

Para realizacdo dos protocolos experimentais os animais foram divididos de forma
aleatéria em dois grupos principais: castrados/orquidectomizados (OQT) e néo
castrados/inteiros considerados controle (SHAM).

4.3.1 Procedimento cirdrgico

Os animais foram submetidos a procedimento cirirgico para castracdo, sob anestesia
com protocolo ketamina 10% (60-90 mg/kg, i.p.; laboratério Pfizer) e Cloridrato de
Xilazina a 10% (10mg/kg, i.p.; Sedomin® do laboratorio Kémig); apods verificacdo dos
sinais de estado anestésico, sendo estes principalmente avaliagdo da profundidade
do plano anestésico até a perda do reflexo interdigital apds estimulo doloroso e reflexo
coérneo palpebral, conforme orientacdo da Resolucdo Normativa n° 33, de 18 de
Novembro de 2016 do CONCEA. Foi realizada uma incisdo longitudinal na bolsa
escrotal com exposicao dos testiculos, e remocao dos mesmos bilateralmente.

Para animais do grupo SHAM houve mimetizacdo do procedimento cirdrgico da
castracdo, portanto, incisdo na bolsa escrotal, exposi¢cdo dos testiculos, mas nao
houve extirpacdo dos mesmos.

Apés, foi realizada hemostasia e rafia da bolsa escrotal por sutura simples, e ao final
do procedimento cirdrgico, a recuperacdo anestésica foi monitorada através de
manutencdo de temperatura em placa aquecedora, padrdo respiratorio e sons
respiratorios, e foram mantidos em sala com temperatura entre 20-25°C. Ao final da
cirurgia, os animais receberam dose unica de Enrofloxacino 10% (10mg/kg — s.c) e
dose de Flunixin Meglumine (2 mg/kg s.c); todos os medicamentos foram prescritos
pelo veterinario responsavel do biotério central da UFES, Rodolpho José da Silva
Barros.

Quando despertos, apds efeito de anestesia os animais foram acomodados em

gaiolas com livre acesso a racao e agua potavel.
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4.3.2. Intervencgdes cronicas

24 horas apOs cirurgia, iniciou-se a suplementacdo com dose de losartan, um
bloqueador de receptor para angiotensina Il (15 mg/kg, s.c) nos grupos SHAM+LOS
e OQT+LOS, espironolactona, um antagonista de receptor para mineralocorticoide,
(80 mg/kg, gavagem) nos grupos SHAM+SPlI e OQT+SPlI e Apocinina, um
antioxidante, inibidor da NADPH oxidase, (30 mg/kg, diluida em agua) nos grupos
SHAM+APO e OQT+APO. Foram administradas doses diarias por 12 semanas,

corrigindo-se as doses pelos pesos dos animais semanalmente.

4.3.3. Intervencdes agudas

ApOs 12 semanas 0s animais foram eutanasiados e feitas incubagdes com NG-nitro-
L-arginina metil éster (L-NAME), inibidor da sintase de 6xido nitrico (100uM, Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA), indometacina (INDO) inibidor ndo seletivo da

ciclooxigenase (COX) e denudacgéo da camada endotelial do vaso (E-).

4.3.4. Isolamento de anéis de aorta

Apés 12 semanas, 0os animais foram anestesiados, ap6s confirmacédo de estado de
anestesia, foi realizada laparotomia, exposta aorta abdominal, coletados 3-4 mL de
sangue total em tubo a vacuo com heparina, para posterior coleta de plasma por
centrifugacéo a 3500 rpm por 20 minutos. Apos coleta foi feita toracotomia, expondo
cavidade toracica; foi realizada retirada do coracao pingando-o pelo arco aértico com
pinca delicada simples de pontas curvas e feita a retirada deste e colocado em solucao
de Krebs. A seguir procedeu-se a retirada da aorta toracica com gordura perivascular
pincando-o com a mesma pin¢a e com tesoura delicada, realiza-se o corte longitudinal
da aorta fazendo-o o0 mais rente quanto possivel da coluna vertebral do animal para
garantir a integridade da artéria; também deve ser observada a tragdo feita com a
pinca curva, esta ndo deve ser excessiva objetivando ndo prejudicar o tecido da artéria

a ser estudada.
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Figura 6— Aorta toracica de ratos wistar antes de ser seccionada em anéis; Fonte: arquivo pessoal. Foto: Michele

Hortelan

As aortas foram colocadas rapidamente em placa de Petri e imersa em solucéo de
Krebs-Henseleit gelada, composta por (em mM): NaCl 127; KCI 4,7; CaCl2.2H20 2,5;
MgSOa4.7H20 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCOs 24; Glicose 11; EDTA 0,01; esta mesma
placa de petri, com a artéria dissecada, foi colocada sobre uma placa gelada enquanto
a aorta foi seccionada em varios anéis de 3-4mm. A artéria teve o tecido gorduroso
perivascular removido mecanicamente com cuidado para ndo lesar endotélio. Dois
fios de aco inoxidavel, em forma de triangulos, foram passados através do limen dos
segmentos de forma a ficar paralelos na luz do vaso. Cada anel vascular foi colocado
em cubas contendo 5 mL de solucdo de Krebs-Henseleit aquecida a 36,5 + 0,5°C,
continuamente gaseificada com mistura carbogénica, mantendo o pH 7,4. Um dos fios
foi fixado a um gancho no assoalho da cuba de vidro destinada ao banho de 6rgéos e
0 outro conectado verticalmente a um transdutor de tensdo isomeétrica; assim,
qualquer alteracdo do didmetro do vaso foi captada pelo transdutor de forca (GRASS®
Force-displacement transducer FT03, Mass) conectado a um sistema de aquisi¢ao de

dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; CA) e este a um computador.
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Figura 7— Anéis isolados de aorta de ratos tratados: preparacéo dos anéis para avaliacédo da reatividade vascular
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Apds a montagem, os anéis aorticos foram submetidos a uma tenséo de repouso de
aproximadamente 1 g (intervalo de 0,88 — 1,2 g), lavados 1 vez, e depois regulada a
tensdo destes anéis até a estabilizacao; foi considerada estabiliza¢cdo quando os anéis
permaneceram sem alteracao de tensédo. Apés periodo aproximado de 30 minutos de
estabilizacao, foi adicionado ao banho KCI (75 mM — 125 L) para verificar a atividade
contratil do musculo liso vascular induzida por despolarizacdo. Depois que atingirem
uma variacdo de 1 g de forga a partir do valor basal, estes anéis foram lavados trés
vezes com solucdo de Krebs-Henseleit até retornarem a tensé@o de repouso.

Apos 30 minutos de estabilizagdo, uma nova dose de KCI (75 mM 125 L) foi
adicionada ao banho para a aquisicdo de uma contragcdo maxima do musculo liso
vascular, aferida no periodo de 30 minutos, tempo necessario para atingir um platé no
registro da contracdo. Apds este platd, os anéis foram novamente lavados trés vezes
para atingir o valor basal (0,88 a 1,2 g) e, ap6s 30 minutos esses anéis foram
submetidos a avaliacédo da integridade funcional do endotélio. A funcdo endotelial foi
avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista muscarinico Ach. Para tal, os
anéis de aorta foram pré-contraidos com fenilefrina 10" M (concentragéo que induzira
aproximadamente 50% da contragdo méxima ao KCI 75 mM). Uma vez atingido o
platd, uma dose Unica de acetilcolina (10-° M) foi aplicada. Os anéis que relaxarem
menos que 70% do platé foram descartados. Os anéis sem endotélio devem relaxar
no maximo 10%. Apds a avaliacdo da integridade funcional do endotélio, os anéis
foram lavados trés vezes para atingir o valor basal.

O efeito da testosterona foi investigado na reatividade vascular e calculado como o

percentual de resposta ao KCI (75 mM). Para isto, foi realizada curva concentracéo-

45



resposta a fenilefrina (10! a 103M) de maneira cumulativa nos dois grupos
estudados.

Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta
constritora a fenilefrina, foram utilizados nos protocolos experimentais anéis de aorta
com endotélio integro (E) e sem endotélio (E-). As células endoteliais foram removidas
mecanicamente através do uso de instrumental cilindrico metalico, inseridos na luz do
vaso e friccionados a sua intima, ocasionando lesdo do endotélio. A auséncia do
endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina 10-°> M induzir o relaxamento
apos a pré-contracdo com fenilefrina.

A preparacdao foi lavada trés vezes e, ap0s estabilizacdo com retorno a tenséo basal,

foram realizadas curvas concentracéo- resposta a fenilefrina (101 a 10-3M).

4.3.5. Método para medida de peroxidacdo lipidica - medida da formacédo de
susbstancias reativas ao é&cido tiobatbitirico (TBARS) — Malondialdeido (MDA)

plasmatico.

Para avaliar a peroxidacgéo lipidica induzida pela auséncia de niveis fisiologicos de
testosterona, foi medida a concentracdo plasmatica de TBARS (substancias reativas
ao acido tiobarbitarico), principalmente o malondialdeido. Estes sdo produtos da
oxidacdo de &cidos graxos de membranas células e lipoproteinas, portanto sua
concentracdo € proporcional ao nivel de oxidacdo destas moléculas; para isso

utilizamos plasma sanguineo.

4.3.6. Coleta do plasma

No momento da eutanasia dos animais, foi realizada a laparotomia abdominal,
coletados 3-4 mL de sangue arterial total da aorta abdominal em tubo heparinizado,
centrifugado a 3500 rpm por 20 minutos. O plasma foi coletado e guardado em

microtubos de 2 ml e guardado em ultra-freezer com temperatura de -80°C.

4.3.7. Protocolo MDA
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Coletou-se 500 pl do plasma em um microtubo 1,5 uL, adicionou-se 500 pL de acido
tricloroacético (TCA) diluido em HCI 0,6 M. As amostras foram homogeneizadas em
vortex e colocadas em geladeira entre +2°C e +8°C por 20 minutos. Apés centrifugar
as amostras a 4510 rpm por 15 minutos a 4°C; coletou-se 500 pL do sobrenadante da
amostra e acondicionou-se em um microtubo de 1,5 pL e a este acrescentou-se 100
pL de solucdo de &cido tiobarbitarico (TBA) + Tris 260 mM pH 7,0; levou-se ao
aguecimento a 95°C por 30 minutos. Coletou-se 200 uL destas amostras e colocou-
se em duplicata em uma microplaca para leitura de absorbancia; dois pocos da placa
continham 500 pL de TCA + 500 pL de PBS 0,2 M pH a 7,3 denominado como branco
na placa. Os resultados da analise de absorbancia em Leitora de Microplaca para

Absorbancia ELx808 (Biosystems) a 540 nm foram expressos como nmol/L.

FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS

- Acetilcolina, Cloridrato (Sigma)

- Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merck)
- Acido hidroxietilpiperazina (HEPES) (Sigma)

- Bicarbonato de sodio (Vetec)

- Cloreto de calcio dihidratado (Merck)

- Cloreto de potassio (Merck)

- Cloreto de sédio (Merck)

- Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

- Fosfato de Potassio Monobasico (Merck)

- Glicose (Merck) - Iberiotoxina (Sigma)

- L-Fenilefrina, Hidrocloridrato (Sigma)

- Losartan (Sigma)

- No -nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)
- Espironolactona

- Apocinina

4.4. ANALISE ESTATISTICA

Os valores de resposta maxima (Rmax) e de pD2 (-log EC50) das curvas

concentracdo-resposta a fenilefrina nas situagcbes experimentais (remogdo do
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endotélio ou na presenca de farmacos) foram calculados através da analise de
regresséo nao-linear de cada curva individualmente. Os resultados foram expressos
como meédia £ erro padrdo da média. Os valores de “n” representam o numero de
animais utilizados em cada protocolo experimental.

As andlises estatisticas dos resultados foram: teste t de student e analise variancia
(ANOVA), uma via, medidas repetidas ou completamente randomizadas. Quando a
ANOVA apresentar significAncia estatistica, o teste post-hoc de Bonferroni ou Tukey
foi realizado (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, E.U.A). Os resultados foram

considerados estatisticamente significantes para valores de p< 0,05.
5 RESULTADOS

Dados ponderais

Tabela 1 - Peso corporal.

grupos n Peso inicial Peso final
SHAM 15 255,7 + 5,7 487,1 +11,7*
oQT 12 232,9+9,4 391,6 + 11,3 *#
SHAM+APO 8 271,4 +19,9 544,4 + 22,1 *#
OQT+APO 10 234,2 + 19,6 4425+ 12,0 *&@
SHAM+LOS 14 263,9+ 19,8 484,1 + 13,5*
OQT+LOS 12 248,7+11,5 404,8 + 16,5*$
SHAM+SPI 15 270,5 + 25,2 501,3 + 17,4*
OQT+SPI 14 265,1 + 22,06 446,4 + 9,966 *@

Pesos dos animais apds 12 semanas de tratamento; valores apresentados como média + SEM,;
n=numero de animais; SHAM, ratos ndo castrados; OQT, ratos orquidectomizados; SHAM+APO, ratos
nao castrados tratados com apocinina; OQT+APOQO, ratos orquidectomizados tratados com apocinina;
SHAM+LOS, ratos ndo castrados tratados com losartan; OQT+LOS, ratos orquidectomizados tratados
com losartan; SHAM+SPI, ratos néo castrados tratados com espironolactona; OQT+SPI, ratos
orquidectomizados tratados com espironolactona; significancia foi avaliada usando teste T de student’s
ndo paramétrico; *p<0,05 vs. Peso inicial. Peso final: significAncia avaliada com Anova one way;
#p<0,05 vs SHAM; &p<0,05 vs SHAM+APO. $p<0,05 vs SHAM+LOS. @p<0,05 vs OQT.

Ganho de peso - Tratamento Cronico

A castracdo dos animais mostrou reducao do ganho de peso em relagdo ao grupo
controle ndo castrado; na figura 8, podemos observar que a castragdo impediu que 0s
animais apresentassem o mesmo ganho de peso que os grupos nédo castrados. Nos
ratos do grupo SHAM, o ganho de peso foi de 231,5 + 11,24 g n=15, e nos animais
OQT o ganho foi de 158,4 + 13,0 g n=12*, p<0,01, indicando que a orquidectomia
impediu o ganho de peso dos animais. O mesmo foi observado nos animais castrados

tratados com apocinina (OQT+APO, 208,3 + 15,5 g n=10), os tratados com losartan
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(OQT+LOS 156,0 *
espironolactona (OQT+SPI, 180,5 + 20,60 n=10) (figura 8), que também apresentaram

23,0 g n=12), assim como para animais tratados com

reducdo do ganho de peso. Estes resultados sugerem o impacto da orquidectomia
sobre o ganho de peso no grupo OQT, indicando a participagcdo dos hormonios

sexuais no ganho de peso dos animais.

§200 * ///_l*_ %%/ /;
S 1004 %y/ %% /%

Losartan  Apocinina Spironolactona

Figura 8- Ganho de peso corporal dos animais apds 12 semanas de tratamento; valores apresentados
como média + SEM; n=numero de animais; SHAM, ratos ndo castrados (vermelho); OQT ratos
orquidectomizados (azul); SHAM+Apo, ratos ndo castrados tratados com apocinina; OQT+APO, ratos
orquidectomizados tratados com apocinina; SHAM+LOS, ratos ndo castrados tratados com losartan;
OQT+LOS, ratos orquidectomizados tratados com losartan; SHAM+Spi, ratos ndo castrados tratados
com espironolactona; OQT+Spi, ratos orquidectomizados tratados com espironolactona; significancia
foi avaliada usando teste T de student’s ndo paramétrico; *p<0,05 SHAM vs. OQT.

Tabela 2 - Efeito do tratamento cronico com apocinina (APO), espironolactona (SPI)
e losartan (LOS) sobre a curva concentracao-resposta a fenilefrina em anéis de aorta
de ratos wistar machos orquidectomizados (OQT) e n&o castrados/orquidectomizados
(SHAM).

Grupos n Rmax (%) pD2 -log EC50
SHAM 8 109,4 + 9,56 -6,337 £ 0,13
SHAM APO 126,9 £ 9,83 -6,520 £ 0,21
SHAM LOS 10 1275 + 563 -6,579 + 0,14
SHAM SPI 10 120,4 £ 7,56 -6,540 £ 0,15
oQT 9 120,5+ 10,06 -6,240 + 0,15
OQT APO 118,6 £+ 11,71 -6,387 £ 0,14
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-7,218 £ 0,23*
-6,546 + 0,09

OQT LOS 8 135,6 4,74

OQT SPI 9 87,46 + 9,33* #

* p<0,05 vs OQT; Valores expressos como média + Erro Padrdo da Média analisados com analise de
variancia (ANOVA uma via), pds teste de Tuckey e test t Student.

5.2. Efeito da orquidectomia sobre a resposta vascular a fenilefrina em anéis isolados

de aorta de ratos wistar.

Tabela 3 - Efeito das intervenc¢des agudas in vitro com Losartan (LOS), indometacina
(INDO), denudacé&o do endotélio (E-), a manutencéo da gordura perivascular (PVAT)
a fenilefrina em anéis de aorta de ratos wistar machos orquidectomizados (OQT) e
nao castrados (SHAM).

Grupos n Rmax (%) pD2 -log EC50
SHAM 12 118,3 + 8,04 -6,329 + 0,11
SHAM LN 10 164,6 + 12,02* -6,795 + 0,12*
SHAM E- 9 172,8 + 10,80* -6,981 + 0,09*
SHAM INDO 12 56,27 + 6,61* 6,340 + 0,10
SHAM PVAT 9 51,98 + 10,16* -5,505 + 0,12*
oQT 15 119,8 + 8,41 -6,578 + 0,22
OQT LN 10 165,5 + 20,13* -7,004 + 0,13
OQT E- 10 174,4 + 16,04* -7,144 + 0,15*
OQT INDO 14 72,64 + 9,34* -6,580 + 0,08
OQT PVAT 12 57,59 + 6,45* -5,378 + 0,11*

* = p<0,05 vs controle dentro do grupo; # p<0,05 — diferenca entre os grupos SHAM e OQT; ns — ndo
significante estatisticamente. Valores expressos como média + Erro Padrdo da Média analisados com
analise de variancia (ANOVA uma via), poés teste de Tuckey e test t student.

Intervengdes cronicas

Nossos resultados mostraram que a Rmax e o LogeC-50 (tabela 3 e figura 9) das
curvas de contracao a fenilefrina, ndo foram diferentes entre o grupo castrado e nao
castrado. Estes dados sugerem que, a reducao dos niveis de testosterona durante 3

meses nao foi capaz de modificar a reatividade vascular a fenilefrina.
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Figura 9- Curva de contracao a fenilefrina (% de contracdo ao KCl 75mM) em anéis de aorta mantidos
com endotélio e sem endotélio (E-), incubados com L-Name (LN) e incubados com Indometacina
(INDO); valores apresentados como média + SEM; n=namero de animais; SHAM, ratos ndo castrados;
OQT, ratos orquidectomizados; SHAM E-, anéis sem endotélio; OQT E-, ratos orquidectomizados anéis
sem endotélio; SHAM LN, anéis de aorta de ratos nado castrados incubados com LN; OQT LN, anéis de
aorta de ratos castrados incubados com LN; SHAM INDO, , anéis de aorta de ratos ndo castrados
incubados com indometacina; OQT INDO, anéis de aorta de ratos castrados incubados com
indometacina.

As curvas concentracdo-resposta a fenilefrina, dos animais tratados por 12 semanas
com apocinina, losartan e espironolactona estdo apresentadas na Figura 10. Os
tratamentos ndo modificaram a reatividade dos anéis isolados de aorta do grupo
SHAM (Figura 10A). Na figura 10B observarmos que os anéis do grupo castrado,
tratado com espironolactona, bloqueador do receptor de aldosterona (OQT+SPI),
apresentou uma menor Rmax a fenilefrina comparado ao grupo nao tratado (Rmax
OQT=120,5 + 10,06 vs OQT+SPI= 87,46 + 9,33, p<0,05). Estes dados sugerem que
a Rmax a fenilefrina sofre influéncia combinada dos HSM e aldosterona, para manter
a Rmax, poderia indicar um papel modulatério conjunto da resposta contratil vascular

mediada pelo receptor a-adrenérgico.

51



1507y  suaw 150

SHAM+APO
SHAM+LOS
SHAM+SPI

oQT
0QT+APO

meo» «
Heopr«

125 125

100 100
75 75

50 50

% Contragdo KCI (75mM)
% Contragdo KCI (76mM)

25 25

Fenilefrina [log M] Fenilefrina [log M]

Figura 10- Curva concentracé@o-resposta a fenilefrina em animais tratados por 12 semanas. Animais
tratados com losartan (LOS), apocinina (APO) e espironolactona (SPI) nos grupos SHAM (A) e OQT
(B). Valores apresentados como média + SEM; n=nimero de animais.* p<0,05 vs. OQT. test t Student.

O tratamento com losartan, durante 12 semanas, ndo modificou a resposta a
fenilefrina entre os grupos SHAM e OQT (figura 11B), nem dentro do grupo SHAM
(figura 11C). Entretanto o tratamento com losartan, aumentou a sensibilidade ao
agonista a-adrenérgico (Log EC-50 - OQT=-6,240 + 0,15 vs OQT+LOS=-7,218 + 0,23
p< 0,05) no grupo OQT (Figura 14D).
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Figura 11- Curva concentracao-resposta a fenilefrina em animais tratados por 12 semanas com losartan.
OQT: ratos castrados controle; SHAM: ratos nao castrados controle; SHAM+LOS: ratos ndo castrados
tratados com losartan; OQT+LOS: ratos castrados tratados com losartan. Valores apresentados como
meédia + SEM; n=namero de animais. * p<0,05. Test t Student.

Ao serem tratados com apocinina, na agua de beber, os grupos nao apresentaram
diferencas entre si, nem mesmo em relacdo aos seus controles (Figura 12); estes
dados sugerem que o tratamento com apocinina, na presenca ou auséncia de niveis

fisiol6gicos de testosterona ndo foram alterados.
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Figura 12- Curva concentracdo-resposta a fenilefrina em animais tratados por 12 semanas com
apocinina; OQT: ratos castrados controle; SHAM: ratos ndo castrados controle; SHAM+APOQ: ratos ndo
castrados tratados com apocinina; OQT+APO: ratos castrados tratados com apocinina; valores
apresentados como média + SEM; n=nlmero de animais test t Student.

Para corroborar estes achados, medimos os niveis plasméticos de malondialdeido
(Figura 13) para avaliar a peroxidacédo lipidica induzida pela castracdo; ao medir a
concentracdo plasmatica de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitarico),
principalmente o malondialdeido ndo encontramos nenhuma diferenca entres 0s
niveis plasmaticos de MDA nos castrados e nao castrados (Figura 13). Esses dados
demonstrando que a castracdo durante 12 semanas, ndo modificou a peroxidagao
lipidica, analisados em conjunto com o achado de o tratamento com apocinina
também nao modificou a reatividade vascular entre os grupos, sugere a nhao

participacéo de estresse oxidativo no grupo OQT.
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apresentados como média + SEM. Nao houve diferenca entre os grupos.
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Figura 14- Curva concentragao-resposta a fenilefrina em animais tratados com espironolactona (% de
contragdo ao KCI 75mM); valores apresentados como média + SEM; n=nimero de animais; SHAM,
ratos ndo castrados controle; OQT, ratos orquidectomizados controle; SHAM+Spi, ratos ndo castrados
tratados com espironolactona; OQT+Spi, ratos orquidectomizados tratados com espironolactona; CT
grupo controle. * p<0,05.
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Quando inibimos o receptor para aldosterona, através do tratamento com
espironolactona, os resultados mostraram diferenca na resposta méxima a felinefrina
entre os grupos SHAM e OQT (Figura 14B) OQT vs OQT+SPI (Figura 14D). A Rmax
a fenilefrina foi menor no grupo OQT+SPI em relacdo ao grupo SHAM+SPI e OQT.
Estes dados sugerem que a contracdo a fenilefrina € modulada pelos niveis
fisiologicos de HSM (SHAM+SPI =120,4 + 7,56 % n=10 vs OQT+SPI= 93,28 + 10,18
% n=10; *p<0,05). A inibic&do dos receptores de MR, determinou uma menor contragéo
maxima a fenilefrina nos grupos castrados. Estes resultados sugerem a modulacao

conjunta desses dois hormonios, testosterona e aldosterona, na Rmax a fenilefrina.

Intervengdes agudas/ in vitro

Para avaliar as possiveis vias celulares envolvidas na modulacdo da reatividade
vascular induzidas pela presencga ou auséncia de niveis fisioldgicos de testosterona,
utilizamos farmacos e intervencgdes diretas no segmento de aorta estudado. Quanto
aos farmacos utilizamos Indometacina 10-°M, L-NAME, inibidor da sintase de 6xido
nitrico (100uM, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA); quanto as intervencdes
diretas, desnudamos a camada de endotélio (E).

2007 SHAM INDO 2007

SHAM E-
SHAM LN
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0QTE-
0QT LN
oQT
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Figura 15- Curva concentracao-resposta a fenilefrina grupo controle — Intervencdes agudas; SHAM CT,
ratos ndo castrados controle; SHAM INDO, ratos nédo castrados incubados com indometacina; SHAM
E-: ratos ndo castrados anéis sem endotélio; SHAM L-NAME: ratos ndo castrados anéis incubados com
L-NAME; OQT CT, ratos orquidectomizados controle; OQT INDO, ratos castrados incubados com
indometacina; OQT E-: ratos castrados anéis sem endotélio; OQT L-NAME: ratos castrados anéis
incubados com L-NAME.
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A reatividade vascular dos animais foi avaliada durante a incubacdo in vitro de
bloqueadores farmacoldgicos de vias celulares de interesse e os resultados estédo
mostrados na figura 15. Testamos a participacao do NO vascular, inibindo as enzimas
da NOS, por meio do L-NAME, 100 yM. A reatividade a fenilefrina aumentou, na
presenca de L-NAME, de maneira semelhante nos grupos SHAM e OQT. A retirada
do endotélio vascular promoveu, de maneira idéntica nos dois grupos, aumento da
reatividade. A inibicdo da via COX, com indometacina, determinou reducéo da Rmax
em ambos os grupos (Rmax SHAM= 118,3 + 8,04 vs SHAM+INDO = 56,27 + 6,61, p
<0,01 e OQT= 119,8 + 8,41 vs OQT+INDO= 72,64 + 9,34, p<0,01). Nao houve
diferenca de reatividade entre os grupos SHAM+INDO e OQT+INDO. Estes dados
sugerem a participacdo semelhante da via da COX, sobre a resposta vasoconstritora

a fenilefrina, nos grupos SHAM e OQT.

Efeitos do bloqueio da aldosterona sobre a resposta contrtil a fenilefrina em anéis

isolados de aorta.

Ao avaliarmos a participacdo da aldosterona na resposta contratil a fenilefrina,
dependente do HSM, observamos que o bloqueio cronico dos receptores de para MR,
por meio do tratamento com espironolactona, induziu menor resposta contratil no
grupo OQT em relacdo ao grupo SHAM (Rmax: SHAM SPI = 120,4 + 7,56 vs OQT
SPI=93,28 + 10,18, * p<0,05) (Figura 16A). Para avaliar a participacdo da via do NO,
incubamos os segmentos de aorta com um inibidor da NOS, L-NAME (100 yM), como
esperado, os anéis de aorta de ambos 0s grupos, apresentaram maior contracao
(Figura 16C e D) (Rmax: SHAM SPI = 120,4 + 7,56 vs SHAM SP| LN= 154,7 + 6,654;
OQT SPI = 93,28 + 10,18 vs OQT SPI LN = 158,6 + 10,79, * p<0,05). Entretanto, o
tratamento crbnico com espironolactona e a incubagédo com L-NAME, ndo modificou
a Rmax a fenilefrina entre os grupos OQT e SHAM (Rméax: SHAM SPI LN= 154,7 +
6,654; OQT SPI LN =158,6 £10,79, * p<0,05) (Figura 16B). Estes resultados sugerem
gue, tanto aldosterona quanto testosterona, sdo importantes para reduzir a
biodisponibilidade de NO endotelial; aparentemente esses dois hormdnios co-regulam
a biodisponibilidade de NO endotelial, na retirada de um horménio, o outro mantém a
reducdo da contragdo, entretanto, quando ambos estdo ausentes, eles deixam de

reduzir a biodisponibilidade de NO.
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Figura 16 - Curva concentracdo-resposta a fenilefrina em animais tratados cronicamente com
espironolactona e incubados com L-NAME; valores apresentados como média + SEM; n=nUmero de
animais * p<0,05 test t Student.

Avaliamos a participacdo da aldosterona e dos HSM, na curva de concentracao-
resposta a fenilefrina. Os resultados indicam uma menor resposta contratil do grupo
OQT, tratado com espironolactona (Figura 17A) (Rmax SHAM = 109,4 + 9,564,
SHAM+SPI = 120,4 + 7,56; OQT =109,3 + 11,14; OQT+SPI=93,28 + 10,18, *p<0,05).
Investigamos a participacdo do endotélio vascular, sobre a reatividade dos anéis
desses grupos. Como esperado, 0os anéis sem endotélio apresentaram aumento
semelhante da reatividade (Figura 17B) (Rmax: SHAM+SPI E- = 164,3 + 10,88 vs
OQT+SPI E- = 168,4 + 12,46, *p<0,05). Notamos entédo, avaliando o conjunto dos
resultados, que as diferencas, antes existentes entre os grupos SHAM e OQT,
desapareceram, tanto na presenca de L-NAME quanto na auséncia do endotélio
vascular. Estes resultados demonstram uma menor participacdo do endotélio e da via
do NO, sobre a resposta a fenilefrina no grupo OQT+SPI, o que sugere que a menor
resposta contratil a fenilefrina, apdés o bloqueio dos receptores de aldosterona,

depende da biodisponibilidade de NO endotelial.
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Figura 17- Curva concentracdo-resposta a fenilefrina em animais tratados cronicamente com
espironolactona e anéis sem endotélio; valores apresentados como média + SEM; n=nimero de
animais * p<0,05 test t Student.

Para entender a participacdo da via da COX sobre a resposta contrétil vascular
mediada pelo MR, blogueamos, in vitro, a via da COX usando indometacina. Os
resultados mostraram, uma reducéo de RMax, na presenca de indometacina no grupo
OQT+SPI (Figura 18B). Este resultado sugere a participagcéo da aldosterona na via de
ativacdo da COX, possivelmente de um vasoconstrictor, j& que no grupo SHAM+SPI,
a indometacina reduziu a contracdo (Rmax: SHAM+SPI = 120,4 + 7,56; OQT+SPI=
93,28 £ 10,18; SHAM+SPI+INDO = 89,99 + 8,45; OQT+SPI+INDO = 74,15+ 7,92, * p
<0,05).
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Figura 18- Curva concentracdo-resposta a fenilefrina em animais tratados cronicamente com
espironolactona e anéis incubados com indometacina; valores apresentados como média + SEM,;
n=numero de animais * p<0,05 test t Student.

Efeitos do bloqueio de receptores de angiotensina Il (Angio Il) — AT1 pela
administracao de losartan.

A producdo de NO endotelial parece ter sido modificada no grupo tratado com
losartan, sobretudo no grupo OQT+LOS LN, sugerindo a importancia da via da
testosterona na producdo de NO mediada pelos receptores de angiotensina. Estes
dados sugerem que a testosterona participa da producdo de NO mediada pela angio
I, pois quando retiramos a produ¢éo de NO através do LN no grupo castrado hd uma
reducdo da Rmax em relacédo ao seu controle (Figura 19B), sugerindo a importancia
da testosterona na resposta contratil mediada pelo receptor de angiotensina AT1
(Rmax: SHAM+LOS = 127,5 + 5,63; OQT+LOS = 135,6 + 4,74; SHAM+LOS LN =
183,4 £ 10,50; OQT+LOS LN = 151,8 £ 8,311; * p<0,05). A testosterona mostra-se
importante para a acdo da angiotensina em modular a producéo de NO nos segmentos
de aorta.
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Figura 19- Curva concentragdo-resposta a fenilefrina em animais tratados durante 12 semanas com
losartan em anéis isolados de aorta incubados com L-NAME; valores apresentados como média + SEM,;
n=numero de animais * p<0,05 test t Student.

Os efeitos do tratamento com inibidor da angiotensina Il, losartan, em anéis sem
endotélio, mostraram que a lesdo do endotélio provocou o aumento da resposta a
fenilefrina no grupo SHAM (Figura 20C), ou seja, animais com bloqueio dos receptores
AT1 para angio II; entretanto ndo houve diferenca estatistica entre 0os grupos
OQT+LOS E-e OQT+LOS CT (Figura 20D), sugerindo que a orquidectomia modificou
a capacidade do mausculo liso contrair quando o receptor de angiotensina foi
bloqueado; sugerindo que ao bloguear o SRAA existe uma modulagcédo positiva
vasoconstrictora que depende da presenca de angiotensina Il. Os resultados
mostraram 0s grupos, castrado e nao castrado apresentaram um aumento da Rmax,
mas dentre estes, o grupo OQT+LOS E- apresentou menor contragdo em relagcéo ao
grupo SHAM+LOS E- (Figura 20B). Esta diferenca entre o grupo SHAM+LOS E e
OQT+LOS E-, indicando a castracao tem acao sobre a via endotelial levando a

prejuizo da contracdo quando retirado o endotélio (Figura 20B) (Rmax: SHAM+LOS =
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127,5 £ 5,63; OQT+LOS = 135,6 + 4,74; SHAM+LOS E- =217,3 + 26,77; OQT+LOS
E-=145,3 +7,90. * p<0,05). Estes dados indicam a importancia da via da testosterona
para a funcdo endotelial mediada pelos receptores de angiotensina e que esta
participa da acdo do endotélio; portanto a testosterona é importante para a acdo da

angiotensina em modular a fungéo endotelial no vaso.
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Figura 20- Curva concentracao-resposta a fenilefrina em animais tratados por 12 semanas com losartan
e anéis isolados de aorta sem endotélio; valores apresentados como média + SEM; n=nimero de
animais * p<0,05 test t Student.

Ao bloquearmos a via da ciclooxigenase em anéis isolados de aorta de animais
tratados com losartan por 12 semanas, verificamos que ndao houve diferenca entre os
grupos com a castracdo ou na presenca da testosterona (Figura 21B) (Rméx:
SHAM+LOS =127,5 £ 5,63; OQT+LOS = 135,6 + 4,74; SHAM+LOS INDO = 95,78 +
7,780; OQT+LOS INDO = 108,2 + 5,818. * p<0,05). A angiotensina Il estimula o
aumento da sintese da COX 1/2, portanto ao inibir o receptor de angiotensina Il, ha
também a inibicdo da via da cox, por isso a indometacina ndo relaxou o vaso, nos
grupos (SHAM e OQT). Estes dados sugerem, portanto, que a testosterona nédo altera
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a reatividade frente a inibicdo da angiotensina e da via da cox, ou seja, a testosterona
nao modifica a capacidade da angiotensina modular a via da cox na resposta

vasoconstrictora a fenilefrina.
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Figura 21 - Curva concentragéo-resposta a fenilefrina em animais tratados por 12 semanas com losartan
em anéis isolados de aorta incubados com indometacina. Valores apresentados como média + SEM;
n=numero de animais * p<0,05 test t Student. A poténcia foi maior no grupo OQT+LOS comparado com
0 grupo SHAM+LOS (A) *p<0.05. Esta diferenca desapareceu na presenca de inibicdo da COX, com
indometacina (B).

Ao bloquear a NOX com apocinina, ndo houve diferenca nas respostas de Rmax para
0s grupos SHAM e OQT (figura 22A e B) (Rmax: SHAM+APO = 126,9 + 9,837;
OQT+APO =118,6 +11,71; SHAM+APO LN =175,3 £ 12,11; OQT+APO LN = 151,8
+ 5,89) deste bloqueio em nenhum dos grupos e a retirada do endotélio ndo modificou
esta condicao (figura 23). A figura 22C e D, mostra que, o L-NAME foi capaz de
aumentar a reatividade de ambos os grupos tratados com apocinina. A participacéo
do endotélio vascular foi avaliada nos grupos SHAM e OQT tratados com apocinina

(Figura 23). A retirada do endotélio provocou a mesma elevacdo da reatividade
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vascular nos grupos SHAM e OQT (Rméx: SHAM+APO = 126,9 + 9,837; OQT+APO
=118,6 +11,71; SHAM+APO E- =174,6 + 12,32; OQT+APO E- =197,2 + 24,17).
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Figura 22 - Curva concentracdo-resposta a fenilefrina em animais tratados por 12 semanas com
apocinina e anéis isolados de aorta incubados com L-NAME. Valores apresentados como média + SEM;
n=numero de animais * p<0,05 test t Student.

Ao bloquear a NOX com apocinina, os resultados mostraram nao haver uma
modulacdo deste bloqueio em nenhum dos grupos e a retirada do endotélio nédo
modificou esta condigéo (Figura 23).
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Figura 23- Curva concentragdo-resposta a fenilefrina em animais tratados por 12 semanas com
apocinina em anéis isolados de aorta sem endotélio. Valores apresentados como média + SEM;
n=numero de animais * p<0,05 test t Student.

O bloqueio com apocinina ndo teve modulac¢ao nos grupos SHAM e OQT e nao houve
diferenca entre castrados e nédo castrados na via da COX, apresentando reducao de
contracdo igual aos controles em ambos 0s grupos, indicando uma aparente nao
modulacdo da testosterona sobre a resposta das vias da COX e NOX (Figura 24)
(Rméax: SHAM+APO = 126,9 + 9,837; OQT+APO=118,6 + 11,71; SHAM+APO INDO
=90,66 * 7,55; OQT+APO INDO = 82,53 + 11,24).
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Figura 24- Curva concentracdo-resposta a fenilefrina em animais tratados por 12 semanas com
apocinina em anéis isolados de aorta incubados com indometacina. Valores apresentados como média
+ SEM; n=nUmero de animais * p<0,05 test t Student.

6 DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos a regulacao, de longo prazo, da testosterona e a inter-relagao
com o SRAA sobre a reatividade vascular em anéis de aorta de ratos jovens.
Evidéncias crescentes tém mostrado que as a¢des vasculares dos hormdnios sexuais
masculinos e femininos contribuem para a regulacdo da pressao arterial. Entre os
mecanismos envolvidos, tem-se evidenciado a interacdo entre os hormoénios sexuais
e 0 SRAA. A testosterona e outros androgenos, tém efeito protetor sobre o sistema
cardiovascular e podem desempenhar um papel importante na regulagéo da funcao
vascular agindo por mecanismos gendémicos e ndo genémicos (TOSTES et al., 2016).
Agudamente, esta bem descrita a agcdo nao gendmica vasodilatadora dependente do
endotélio (JONES, T H, KELLY, 2018; KELLY; JONES, 2013). Entretanto, ainda nao
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esta clara, a acdo em longo prazo da testosterona, sobre a regulacdo do ténus
vascular. No presente estudo, ratos jovens com 2 meses de idade, sofreram a cirurgia
de orquidectomia, e ap0s 12 semanas a reatividade vascular foi avaliada em anéis
isolados da aorta.

Os principais achados do estudo funcional indicam que a reatividade a fenilefrina nao
foi diferente entre os grupos SHAM e OQT; ndo ha alteragéo da reatividade no grupo
castrado, porém em respota aos tratamentos apresentaram as diferencas a seguir.

A retirada do endotelio vascular e a superfusao com L-NAME, elevaram a reatividade
dos anéis de aorta, de maneira semelhante entre os grupos nédo tratados. Os
tratamentos por 12 semanas com losartam e apocinina, ndo modificaram a Rmax a
fenilefrina, mas o tratamento com losartan, reduziu a participacdo do endotelio
vascular no grupo OQT. O tratamento dos animais orquidectomizados com
espironolactona, determinou uma menor reatividade vascular a fenilefrina, o que
sugere que testosterona e aldosterona, conjuntamente, regulam positivamene a
reatividade vascular, possivelmente por diminuirem a biodisponibilidade de NO e
estimular um prostandide vasoconstrictor.(Ver figura 14B e D, e graphic abstrac e
tabela 2)

Nosso objetivo, ao tratar os animais com apocinina, por 12 semanas, foi avaliar a via
da NOX na acgao vascular, de longo prazo, da testosterona sobre a reatividade
vascular. A NOX ¢é a principal fonte de ERO no sistema cardiovascular. Estudos tem
mostrado que a atividade da NOX e sua expressdo podem ser reguladas pela
angiotensina Il (GRIENDLING et al., 1994; PANDAY et al., 2015; RABELO et al., 2010;
TOSTES et al., 2016). Em estudo com SHR, o tratamento crénico com apocinina
reduziu a pressao arterial e preveniu a disfuncéo endotelial, associado a reducéo de
geracdo de ERO e ao aumento da biodisponibilidade de NO (GRATON, 2017). Outros
dados também mostraram que o tratamento com apocinina, também reduziu o efeito
pressor da angiotensina Il em SHR (GRATON, 2017). Nossa hipotese foi que a
testosterona poderia participar da reatividade vascular, em longo prazo, por uma via
dependente da angiotensina Il e da ativagdo da NOX. Os animais orquidectomizados
tratados com apocinina por 12 semanas, nao apresentaram diferenca de reatividade
vascular em relacdo ao grupo OQT sem tratamento. Assim, a deficiéncia cronica dos
horménios sexuais masculinos, parece nao ter modificado a resposta vascular
dependente da NOX.
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Nossa proxima pergunta foi direcionada para entender a participacdo da angiotensina
Il sobre areatividade vascular, de longo prazo, da testosterona. Nessa etapa, tratamos
animais orquidectomizados, por 12 semanas, com Losartan 15 mg/kg/dia. Na&o
encontramos diferenca da resposta maxima a fenilefrina entre os animais OQT e
SHAM. Entretanto, a inibicdo dos receptores para angiotensina Il, aumentou a
poténcia a fenilefrina nos animais orquidectomizados, mas néo no grupo SHAM, sem
apresentar modificacdo da eficacia. Alteracbes de poténcia a fenilefrina, mediadas
pelo bloqueio do receptor AT1, poderiam ser dependentes de mudancas de
sinalizacdo tanto endotelial quanto no musculo liso vascular.

Para entender se a via da COX estaria envolvida na mudancga de poténcia a fenilefrina,
no grupo OQT tratado com losartan, os anéis de aorta foram incubados com
indometacina. A poténcia foi maior no grupo OQT+LOS comparado com o grupo
SHAM+LOS. Esta diferenca desapareceu na presenca de inibicdo da COX com
indometacina. Este resultado sugere entdao, que um possivel mecanismo envolvido na
maior poténcia, poderia ser dependente da via da COX. A sinaliza¢do da angiotensina
II, mediada por receptor AT1, nas células do musculo liso vascular envolve a interacéao
com proteinas G acopladas a segundos mensageiros, incluindo a fosfolipase A2
(PLA2) (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000). A estimulagao da PLA2 promove a liberagéo de
acido araquidodnico (AA) dos fosfolipidios de membrana, (BONVENTRE, 1992; RAO
et al., 1994) que é processado pelas COX.

Em células mesangiais de ratos, a angiotensina Il ativa a sinalizacdo de Akt (serina-
treonina quinase) na geracao de AA e ROS (GORIN et al., 2001). A ativagao de Akt
mediada por angiotensina Il, nas células do musculo liso vascular, é dependente da
fosfoinositol 3-quinase (P13-K), que se liga diretamente a regido dominante de Akt e
aumenta a atividade de Akt (DOWNWARD, 1998; WILDROUDT; FREEMAN, 2006).
O préximo passo foi conhecer a participacdo do endotélio vascular e da via da NOS
na reatividade mediada pela testosterona e modulada pela angiotensina Il. A figura 19
estdo demonstrados os resultados da reatividade dos anéis superfundidos com L-
NAME e na figura 20 durante a retirada do endotélio vascular. Podemos verificar que,
tanto na presenca de L-NAME, quanto na auséncia do endotélio vascular, a
reatividade dos anéis do grupo OQT tratado com losartan foi menor do que o do seu
controle (SHAM+LOS). Estes resultados sugerem uma menor participacdo do

endotélio vascular e possivelmente, menor biodisponibilidade de NO nos grupos
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OQT+LOS. Podemos concluir entdo, que o bloqueio cronico dos receptores para
angiotensina Il, modificou a reatividade dos anéis de aorta do grupo orquidectomizado.
Estes dados sugerem que a testosterona modula a reatividade vascular, via endotélio,
por uma via dependente da angiotensina Il sobre a biodisponibilidade de NO.

A reatividade vascular foi avaliada frente a concentragdes crescentes de fenilefrina,
um agonista de receptores do tipo alfa adrenérgico. Usamos a fenilefrina para induzir
a contracdo dos anéis, pois, sob condicfes fisioldgicas, o sistema adrenérgico
desempenha um papel critico na regulacdo da funcdo vascular. Os receptores
adrenérgicos sdo membros da superfamilia de receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) e modulam vérias vias através de efetores como AC (adenilato ciclase) ou
fosfolipase C (PLC). Os receptores alfa adrenérgicos séo classificados em receptores
alfa-1-adrenérgicos (a1-ARSs) e receptores alfa-2-adrenérgicos (a2-ARs). Além disso,
cada um desses grupos foi ainda sub-classificado em varios subtipos definidos pelas
diferengcas em suas sequéncias genéticas e sua ag¢ao farmacoldgica: a1A, a1B, a1D,
a2A, 02B, a2C (CARBAJAL-GARCIA; REYES-GARCIA; MONTANO, 2020).

Os trés subtipos de a1-ARs estdo presentes na maioria dos vasos sanguineos
modulando a contracdo do musculo liso e o tbnus vascular. Entretanto, a1A é o subtipo
mais prevalente. Sabe-se que a manutencédo do tbnus vascular se deve ao equilibrio
entre vasoconstricdo e vasorelaxamento modulado por diversos neurotransmissores
e hormoénios. NoOs avaliamos a reatividade dos anéis de aorta, frente a estimulo pela
fenilefrina, agonista aladrenérgico. A ativacdo desses receptores, no musculo liso
vascular, envolve vias intracelulares, que ativam a contracao, dependente do aumento
de calcio intracelular. Esses receptores ativam a enzima PLC e a via de sinalizagcéo
IP3, induzindo a liberacdo de Ca2+ do reticulo sarcoplasmatico (SR) e o influxo desse
ion, desencadeia a resposta contratil vascular. Os receptores do tipo a1 sao acoplados
a uma proteina Gq heterotrimérica e pela via de sinalizacdo PLC. O PLC desencadeia
a formacéo de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), resultando no
aumento da concentracao intracelular de Ca2+ e na ativacao da proteina quinase C
(PKC). Além disso, a estimulagéo de a1-ARs promove um influxo de Ca2+ extracelular
através de canais de Ca2+ dependentes de voltagem e desencadeia quinases
reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1/2) (CARBAJAL-GARCIA; REYES-
GARCIA; MONTANO, 2020). Nossos resultados evidenciaram um aumento da

poténcia da resposta dos a1-ARs, nos animais orquidecomizados tratados com
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losartan. Este dado sugere, a participacdo da angiotensina ll, dependente da presenca
de testosterona, na regulagéo da resposta a1. As vias intracelulares envolvidas na
mudanca de poténcia, ainda precisam ser melhor exploradas. Entretanto,
considerando que a inibicdo da via da COX, com indometacina, foi capaz de abolir
esse aumento de poténcia, posemos sugerir 0 envolvimento de produtos da COX
nesta resposta. Para confirmar essa hipétese, outros experimentos deverao ser feitos,
para medir a expressdo dessa enzima e a producéo de prostrandides vasoativos.

Nosso proximo passo foi tentar entender a participacdo da aldosterona na resposta
vascular dependente da testosterona. Para responder a esta pergunta, tratamos ratos
orquidectomizados, com espironolactona por 12 semanas. O tratamento dos animais
orquidectomizados com espironolactona, determinou uma menor reatividade vascular
a fenilefrina, o que sugere que testosterona e aldosterona, conjuntamente, regulam
positivamene a reatividade vascular. Para entender a participacao do endotélio
vascular nessa resposta, 0os anéis da aorta do grupo OQT+SPI foram removidos. A
remocao do endotélio vascular, aboliu essa diferenca de reatividade, sugerindo que o
fator causador da menor reatividade vascular dependesse de algum fator de
relaxamento endotelial. Assim, o proximo passo foi inibir a enzima NOS usando L-
NAME no banho. A superfusao dos anéis isolados de aorta com L-NAME, elevou a
reatividade vascular de maneira idéntica entre os grupos OQT e OQT+SPI. Esse
resultado nos sugere que o possivel fator responsavel pela reducdo de Rmax do grupo
OQT+SPI, poderia ser o NO. Possivelmente, a auséncia concomitante dos horménios
sexuais masculinos, em especial testosterona, e da aldosterona, podem ter causado
um aumento da biodisponibilidade de NO. Estes resultados nos sugerem a existéncia
de uma co-rregulacdo da testosterona e da aldosterona, em condicdes fisioldgicas,
inibindo a NOS endotelial na aorta. A retirada de apenas um desses hormonios, seria
contrabalanceada pelo outro, de forma que a reatividade vascular seria mantida
inalterada. Entretanto, quando ambos os hormdnios estao ausentes, o endotélio teria
uma maior biodisponibilidade de NO, causando uma reducdo da resposta contratil a
fenilefrina. A possibilidade de que a agdo desses horménios possa depender da
biodisponibilidade de NO endotelial baseia-se no fato de que, a retirada do endotélio
vascular, assim como a superfusdo com L-NAME, aboliu a reducéo de reatividade

vascular no grupo OQT+SPI (figuras 16 e 17). Para reforcar essa hipotese, sera
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preciso medir também a biodisponibilidade de NO e a expressdo da NOS nesses
grupos.

Avaliamos tambem a possibilidade da participacdo dos prostanoides
vasoconstrictores serem modulados pela testosterona e pela aldosterona para co-
regularem a reatividade vascular. Para tanto, superfundimos os anéis de aorta dos
animais OQT tratados com espironolactona, usando indometacina, um bloqueador
inespecifico da COX. Na figura 18 podemos confirmar nossa hipétese. Na presenca
de indometacina, a reatividade dos anéis de aorta do grupo OQT+SPI foi igual ao
grupo SHAM+SPI. Este resultado nos sugere que a menor reatividade do grupo
OQT+SPI dependia da via da COX. Nossa interpretacdo do conjunto desses
resultados € que a testosterona e a aldosterona, colaboram na regulacdo da
reatividade vascular, por uma via que depende da ativacdo de prostandides
vasoconstrictores ou da inibicdo de prostandides vasodilatadores. Ou seja, na
auséncia concomitante da testosterona e da aldosterona, a reatividade foi menor
guando a COX estava presente. Quando a COX foi inibida com indometacina, no
grupo OQT+SPI, a reatividade voltou ao valor do grupo SHAM. Para esclarecer qual
dessas vias esta sendo influenciada, novos experimentos deverdo ser realizados para
medir a expressdo das proteinas da via constrictora (PGE) e dilatadora (PGI) assim
como seus metabolicos estaveis. A via do TXA2 tambem podera nos dar informacéo
do mecanismo pelo qual esses hormonios estdo agindo na regulacéo da reatividade
vascular.

Estudos anteriores (MISHRA; HANKINS; KUMAR, 2016) ja demonstraram que a
retirada da testosterona promove aumento da expressdo de receptores de
angiotensina do tipo Il (AT2) que tem efeito vasodilatador. Os autores descreveram
uma diferenca entre machos e fémeas. A castracdo dos ratos elevou
significantemente os niveis de RNA mensageiro e de proteinas de receptores de
angiotensina tipo 2 (AT2) (MISHRA; HANKINS; KUMAR, 2016). Nossos dados
corroboraram este resultado de que os androgenos participam da regulacdo da
reatividade vascular. A orquidectomia, por si s6 ndo foi capaz de promover alteracdes
na eficacia ou poténcia da fenilefrina. Entretanto, isoladamente, tanto a retirada dos
horménios sexuais masculinos ou o bloqueio dos receptores para aldosterona, nao
modificou a reatividade vascular dos anéis de aorta a fenilefrina. Porém, quando as

duas vias hormonais foram retiradas concomitantemente, a reatividade vascular a
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fenilefrina reduziu. A aldosterona inibe agudamente a liberagdo endotelial de NO,
portanto h& de se pensar que sua inibicdo poderia induzir esta liberacao endotelial de
NO (FELS; OBERLEITHNER; KUSCHE-VIHROG, 2010). Fels e colaboradores (2010)
descreveram uma inibicdo aguda da eNOS dependente da aldosterona (FELS;
OBERLEITHNER; KUSCHE-VIHROG, 2010). Esses autores demonstraram, que
baixas concentracdes de aldosterona podem estimular a liberagdo de NO em minutos.
De fato, ha um conjunto de evidéncias substanciais sugerindo que os hormonios
sexuais interferem na sintese e biodisponibilidade do NO derivado do endotélio
(ALVES et al., 2020; BIANCHI et al., 2006; COLLINS et al., 1994; LYRIO; RIBEIRO
JR; STEFANON, 2014). Estudos em animais mostram que a liberacdo de NO
endotelial € maior em ratas do que em ratos (HUANG et al., 1997; WELLMAN et al.,
1996). De fato, o estradiol induz a expressdo endotelial de 6xido nitrico sintase
(eNOS), mediada pelo receptor de estradiol alfa. Por outro lado, a testosterona
tambem pode ter algum efeito sobre a producéo de NO.

Ja foi descrito em ensaios clinicos que a aldosterona prejudica a reatividade vascular
(BLACHER et al., 1997; BROWN, 2005; QUASCHNING et al., 2001). Entretanto, os
mecanismos envolvidos ainda ndo sdo completamente compreendidos. A aldosterona
aumenta a producdo de ROS nas células endoteliais e reduz a biodisponibilidade do
NO (LEOPOLD et al.,, 2007). Consequentemente, ha prejuizo da vasodilatacédo
mediada pelo endotélio, que pode ser revertida com antagonistas da aldosterona. A
reducdo da biodisponibilidade de NO pela aldosterona parece ser atribuivel a
diminuicdo da atividade da eNOS. Uma limitacdo no presente estudo, foi que nao
avaliamos a expressao da eNOS e nem medimos a producédo de NO vascular para
inferir a participacéo da aldosterona e testosterona. Esta etapa do trabalho foi iniciada,
porém, por guestdes técnicas ndo conseguimos finalizar essas analises que ja estao
programadas para serem feitas em breve.

Nossa hipotese de coparticipagcéo entre aldosterona e testosterona fundamenta-
se nos achados do nosso estudo e no fato de que, o receptor de andrégeno, o
receptor de glicocorticdide e receptor de mineralocorticéide sao receptores
nucleares que compartilham semelhancas estruturais e tém sitios de ligacéo ao
DNA e co-reguladores intimamente relacionados (MORALES; MARTIN-VASALLO;
AVILA, 2022). Assim, um bom equilibrio das atividades desses receptores é essencial

para garantir a funcéo celular correta.
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Além disso, h& evidéncias de que receptor de mineralocorticdide e o receptor de
glicocorticéide compartilham o sitio de ligacdo ao DNA e co-reguladores, e que o
receptor de mineralocorticéide pode ser um inibidor competitivo de receptor de
glicocorticOide que regula a expressao de genes alvo de receptor de andrégeno
quando este esta inibido ou ausente (PLANEY et al., 2002; SHIOTA et al., 2018).

O conjunto desses resultados sugerem a co-participacdo da testosterona, da
angiotensina Il e da aldosterona, na modulacéo de longo prazo, da contracao vascular,

induzida pela fenilefrina.
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