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RESUMO

O uso abusivo da testosterona é considerado um problema de salde publica global,
apresentando diversos efeitos adversos. No sistema cardiovascular, seus efeitos ainda
sdo controversos, variando de acOes protetoras a deletérias. Como a testosterona é um
horménio que pode ser convertido a 17 B-estradiol e a dihidrotestosterona (DHT),
parte dos efeitos encontrados com dose suprafisioldgica pode ser atribuido aos seus
metabolitos. Por isso, investigamos a hipdtese de que dose suprafisioldgica de
testosterona promova prejuizo na vasodilatagdo dependente do endotélio de artérias
mesentéricas de resisténcia, bem como suas repercussdes sobre o0 estresse oxidativo e
pressdo arterial (PA). Avaliamos também a participacdo de 17 B-estradiol e DHT nas
respostas encontradas. Utilizamos ratos espontaneamente hipertensos (SHR,
Spontaneously hipertensive rats), com 8 a 10 semanas de idade, distribuidos em 5
grupos: intactos (SHAM), orquiectomizados (ORX), intactos tratados com
testosterona (TTO; 3 mg/Kg/dia/s.c.), intactos tratados com testosterona e anastrozol
[inibidor da enzima aromatase (TTO+ANA,; 0,1 mg/Kg/dia)] e intactos tratados com
testosterona e finasterida [inibidor da enzima 5a-redutase (TTO+FIN; 5 mg/Kg/dia)]
por 4 semanas. A PA foi avaliada por pletismografia de cauda. Realizamos curvas
concentracdo-resposta a acetilcolina (ACh, 0,1 nM - 10 pM) em artérias mesentéricas
em miografo de arame, na auséncia e presenca de inibidores farmacoldgicos. As
concentragdes de testosterona, 17 B-estradiol e dihidrotestosterona foram avaliadas. A
presenca de espécies reativas de oxigénio e a ultraestrutura do endotélio foram
analisadas por fluorescéncia emitida ao dihidroetidio (DHE) e microscopia eletronica
de varredura (MEV), respectivamente. Dados foram expressos como média £ EPM, e
analisados por teste t Student ou ANOVA uma ou duas vias, seguida pelo post hoc de
Tukey (p<0,05). A orquiectomia reduziu as concentracdes sanguineas de testosterona,
17 B-estradiol e dihidrotestosterona, prejudicou a vasodilatacdo a ACh, aumentou o
EO, alterou a morfologia endotelial sem alterar a PA. O tratamento com testosterona
ndo prejudicou a vasodilatacdo a ACh comparada ao grupo SHAM, contudo alterou as
vias endoteliais de relaxamento, com menor participacdo do NO e maior dos
prostanoides, possivelmente derivados da COX-1. Além disso, no grupo TTO maior
foi a participacdo da hiperpolarizacdo dependente do endotélio (EDH) comparado ao
SHAM, indicando que os EETs, H,O, e canais para K' contribuiram para essa
resposta vasodilatadora. No grupo TTO+ANA, a reducdo dos niveis de 17 p-estradiol
ndo prejudicou a vasodilatacdo a ACh contudo, diminuiu a participacdo do éxido
nitrico e prostanoides, e aumentou a EDH e o0s niveis de O,", com alteracdo da
morfologia endotelial. O TTO+FIN apresentou prejuizo na resposta vasodilatadora a
ACh, com uma participacdo aumentada do NO e menor dos prostanoides. Em relagdo
a EDH, com diminuicdo da dihidrotestosterona, ndo houve aumento na participacao
dos EETs, H,0, e dos canais para K™ comparado ao TTO. A DHT parece contribuir
para a diminuicdo do NO e o estrogénio parece estimular a acdo da via do NO e dos
prostanoides. Na reducdo de estrogénio, a testosterona manteve a vasodilatacdo
endotelial por maior estimulo a EDH, com mais acdo dos EETs, H,0, e dos canais
para K*, com maior formagdo de O,". Estes resultados podem contribuir para
elucidacéo do papel modulador da testosterona sobre a funcdo endotelial, mesmo em
tratamento com dose suprafisioldgica, além de mostrar a importancia da presenca do
estrogénio para o sistema cardiovascular em situagdes de disfuncdo endotelial.

Palavras-chave: Hormonios sexuais masculinos, estrogénio, dihidrotestosterona,
anastrozol, finasterida,
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ABSTRACT

The abusive use of testosterone is considered a global public health problem, with
several side effects. In the cardiovascular system, its effects are still controversial,
ranging from protective to deleterious actions. Because testosterone is a hormone that
can be converted to 17 B-estradiol and dihydrotestosterone (DHT), part of the effects
found with supraphysiological doses can be attributed to its metabolites. Therefore,
we investigated the hypothesis that a supraphysiological dose of testosterone impairs
the endothelium-dependent vasodilation of mesenteric resistance arteries, as well as
its repercussions on oxidative stress (OS) and blood pressure (BP). We also evaluated
the participation of 17 B-estradiol and DHT in the responses found. We used
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR), aged 8 to 10 weeks, divided into 5 groups:
intact (SHAM), orchiectomized (ORX), intact testosterone-treated (TTO; 3
mg/Kg/day/s.c.), intact treated with testosterone and anastrozole [aromatase enzyme
inhibitor (TTO+ANA; 0.1 mg/Kg/day)] and intact treated with testosterone and
finasteride [So-reductase enzyme inhibitor (TTO+FIN; 5 mg/Kg/day)] for 4 weeks.
BP was assessed by tail cuff plethysmography. We performed concentration-response
curves to acetylcholine (ACh, 0.1 nM - 10 puM) in mesenteric arteries using a wire
myograph, in the absence and presence of pharmacological inhibitors. Also
testosterone, 17 B-estradiol and dihydrotestosterone concentrations were evaluated.
Vascular detection of superoxide anion (O;") and endothelium ultrastructure were
analyzed by DHE and scanning electron microscopy (SEM), respectively. Data were
expressed as mean + standard error of the mean, and analyzed by Student's t-test or
one-way or two-way ANOVA, followed by Tukey's post hoc test (p < 0.05).
Orchiectomy reduced levels of testosterone, 17 B-estradiol and dihydrotestosterone,
impaired ACh vasodilation, increased OS, altered endothelial morphology without
altering BP. Testosterone treatment did not impair ACh vasodilation compared to the
SHAM group, however it altered the endothelial pathways of relaxation, with lesser
participation of NO and greater participation of prostanoids, possibly derived from
COX-1. In addition, in the TTO group, the participation of EDH was greater
compared to SHAM, indicating that EETs, H,0, and K* channels contributed to this
vasodilator response. In the TTO+ANA group, the reduction in 17 B-estradiol levels
did not impair ACh vasodilation, however, it decreased the participation of nitric
oxide, prostanoids and increased EDH, and increased O2" levels with alteration of
endothelial morphology. TTO+FIN showed impairment in the vasodilator response to
ACh, with an increased participation of NO and a lower participation of prostanoids.
Regarding EDH, with a decrease in dihydrotestosterone, there was no increase in the
participation of EETs, H,0, and K* channels compared to TTO. DHT seems to
contribute to the decrease of NO and estrogen seems to stimulate the action of the NO
pathway and prostanoids. In estrogen reduction, testosterone maintains endothelial
vasodilation by greater stimulation of EDH, with more action of EETs, H,0, and K*
channels, with greater formation of O,". These results may contribute to the
elucidation of the modulating role of testosterone on endothelial function, even in
treatment with a supraphysiological dose, in addition to showing the importance of
the presence of estrogen for the cardiovascular system in situations of endothelial
dysfunction.

Keywords: Male sex hormones, estrogen, dihidrotestosterone, anastrozole,
finasteride, hypertension.
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1. INTRODUCAO

A constante busca do homem pela fonte da juventude, pela melhora da forga,
da coragem e do desempenho fisico é relatada desde a Antiguidade. Na mitologia
grega, a castracdo ocorreu na primeira geracdo de deuses e acredita-se que eunucos
(homens castrados) existiram no antigo Egito nos anos 800 a.C. (antes de Cristo)
(Nieschlag & Nieschlag, 2014). O conhecimento sobre a importancia dos 6rgaos
sexuais e suas secrecOes é descrita desde os primeiros registros humanos, sendo
utilizados como afrodisiacos e no tratamento da disfuncéo erétil, determinantes para
forca e coragem do homem (Nieschlag & Nieschlag, 2014). A remogdo dos testiculos
era realizada em homens e animais por diversos motivos como: retirar 0 vigor
masculino, gerar escravos obedientes, forma de punigao, automutilacéo religiosa, por
vingancga, para tornar espécies de animais domesticos mais doceis e também para
preservar vozes agudas das criangas nos adultos (Handelsman, 2006; Nieschlag &
Nieschlag, 2014; Nieschlag & Nieschlag, 2017; Nieschlag & Nieschlag, 2019).

Apesar de ja conhecerem a importancia dos testiculos, as primeiras descri¢des
da sua funcdo enddcrina e a acdo dos seus hormdnios em 6rgdos distantes sé foram
relatadas por Arnold Adolph Berthold (1803-1861) em 1849. Berthold, estudando
galos, observou que o comportamento sexual e agressivo era diminuido ap6s a
castracéo, e utilizando injecOes de extrato de testiculos ou com a reposi¢cdo do 6rgao
castrado, 0 comportamento tipico retornava, concluindo que as secre¢des advindas
dos testiculos eram essenciais para o comportamento masculino (Nieschlag &
Nieschlag, 2017; Morgentaler & Traish, 2018).

Mesmo com descoberta de Berthold, o boom da organoterapia (tratamento

com 0 consumo ou secre¢do do 0rgdo) so ocorreu no final do século XIX com as



22

descri¢es de Charles-Edouard Brown-Séquard (1817-1894) (Nieschlag & Nieschlag,
2014; Nieschlag & Nieschlag, 2017). Em um experimento, o0 cientista de 72 anos,
auto-injetava uma mistura de sangue e sémen extraidos de testiculos de cées e
cobaias, e descreveu sinais de rejuvenescimento (Brown-Séquard, 1889).
Provavelmente esse rejuvenescimento foi efeito placebo, pois hoje j& sabemos que os
testiculos produzem a testosterona, mas ndo a armazenam, porém, esse extrato foi
considerado um verdadeiro elixir na época e foi comercializado em todo o mundo
(Cussons et al., 2002; Nieschlag & Nieschlag, 2014; Tyagui et al., 2017; Morgentaler
& Traish, 2018).

Com o grande destaque para a funcdo dos testiculos, as maiores industrias
farmacéuticas se uniram e trocaram informacdes objetivando alcancarem a sintese
total dos hormonios esteroides e assim, transformarem a organoterapia em uma
reposicdo hormonal adequada (Gaudilliere, 2005; Nieschlag & Nieschlag, 2017
Morgentaler & Traish, 2018). Em 1931, Adolf Butenandt (1903-1995) isolou 15 mg
de androsterona utilizando 15.000 litros de urina de policiais jovens de Berlin
(Butenandt, 1931). Em 1935, 10 mg de uma substancia androgénica considerada mais
forte que a androsterona foi isolada a partir de 100 kg de testiculos de touros por
Ernest Lacqueur (1866-1947), denominando-a testosterona (Gaudilliere, 2005). Nesse
mesmo ano, a sintese quimica da testosterona foi publicada, por Butenandt (Butenandt
& Hanisch 1935), seguido por Leopold Ruzicka (1887-1976) (Ruzicka & Wettstein,
1935) marcando o inicio da farmacologia clinica, bioquimica moderna e os estudos da
fisiologia reprodutiva masculina (Nieschlag & Nieschlag, 2017; Tyagui et al., 2017;
Morgentaler & Traish, 2018).

Em 1937, mais precisamente, dois anos ap0s a descricdo da sua sintese, a

primeira testosterona comercializavel tornou-se disponivel no mercado (Deansley &
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Parkers, 1937; Gaudilliere, 2005; Nieschlag & Nieschlag, 2017). Nesse mesmo ano,
foi publicado o processo de aromatizacao, que é a conversao da testosterona em 17 -
estradiol (Steinach & Kun, 1937). J& a reducdo da testosterona em dihidrotestosterona
pela Sa-redutase, s foi descrita em 1968 (Bruchovsky & Wilson).

O uso da testosterona cresceu nas décadas seguintes e continua sendo um dos
mais antigos fA&rmacos comercializados ainda em uso clinico regular (Figura 1), sendo
amplamente indicada para o tratamento do hipogonadismo masculino (Handelsman,
2006). A testosterona e seus derivados também sdo indicados para uso clinico no
tratamento de outras condi¢cbes como anemia acompanhada de insuficiéncia renal,
queimaduras, caquexia, baixa estatura, endometriose, cancer, doencas cronicas,
catabolismo muscular e infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (Basaria,
Wahlstrom & Dobs, 2001; Gullet, Hebbar & Ziegler, 2010).

Nos anos 40, a testosterona comecou a ser utilizada em massa, primeiro como
arma de guerra, pelos soldados durante a Segunda Guerra Mundial e Guerra Fria, para
aumentar a agressividade e no tratamento dos sobreviventes debilitados. Em seguida
comecou a se difundir para os atletas de elite e competidores esportistas. Contudo,
este perfil de usuérios foi alterado, a partir dos anos 80, sendo hoje utilizado por
homens, mulheres, jovens, idosos, atletas e ndo atletas (Gaudilliere, 2005;
Handelsman, 2006; Kanayama, Kaufman & Harrison, 2018a). Usuéarios buscam,
principalmente, seus efeitos anabolicos, para aumento de massa e for¢ga muscular.
Além disso, a utilizam em situacgdes de disfuncéo sexual masculina, infertilidade, falta
de libido, para estimular o apetite, crescimento peniano, crescimento em altura, para
reverter sintomas da anemia e usada por transexuais (Handelsman, 2006; Kanayama,
Hudson & Harrison, 2008; Basaria et al., 2010; Sagoe, Andreassen & Pallesen,

2014a; Sagoe et al., 2014b; Handelsman, 2015).
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Figura 1: Prevaléncia do uso de drogas para melhorar desempenho em atletas americanos e
0s principais agentes anabolicos, descritos pela Agéncia Mundial Antidoping (WADA)
(Modificada de Pope et al., 2014).

A testosterona € o andrdgeno mais importante e predominante nos homens,
sendo atribuido a ela o papel do desenvolvimento dos tecidos reprodutivos
masculinos, incluindo a atividade dos 6rgdos sexuais acessorios e as caracteristicas
sexuais secundarias. Em homens a sintese da testosterona é controlada pelo eixo
hipotdlamo-hipéfise-gonadal, sendo a secrecdo do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) o elemento chave para o controle desse eixo (Schally et al.,
1971; Nieschlag & Nieschlag, 2017). Em situagbes fisiologicas, sinais
neuroendocrinos do sistema nervoso central, especificamente no hipotalamo,
estimulam a liberacdo pulsatil de GnRH, que ao se ligar aos receptores acoplados a
proteina G nos gonadotropos da adeno-hipdfise, regulam a secrecdo do horménio
luteinizante (LH) e do horménio foliculo estimulante (FSH) (Naor, Harris &

Shacham, 1998; Naor, 2009; Perret & Craig, 2013), que vdo atuar em conjunto para

regular a funcdo gonadal. O LH estimula expressdo génica, atividade das enzimas
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esteroidogénicas, e consequentemente, a secrecdo de testosterona, ao ligar-se a
receptores acoplados a proteina G na membrana celular das células de Leydig. J& o
FSH, estimula a espermiogénese Além dos testiculos, as glandulas adrenais sao
responsaveis por 5 % da secrecdo diaria de testosterona (Mendelson, Dufau & Catt,
1975; Marsh, 1976; Dufau, 1998; Chen et al., 2007; Herbison, 2016).

Niveis séricos elevados de testosterona promovem feedback negativo, que
inibem a liberacdo de GnRH e LH. J& na queda dos niveis séricos de testosterona, a
proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR), associada ao complexo multi-
proteina, transporta o colesterol para a membrana mitocondrial interna nas células de
Leydig (Figura 2) (Clark et al., 1994). Uma vez que o colesterol atinge a membrana
interna ocorre a clivagem de sua cadeia lateral pela enzima citocromo P450scc,
também conhecida como CYP11A1 (ou colesterol desmolase) transformando-o em
pregnenolona. Esta por sua vez, difunde-se para o reticulo endoplasmatico onde a
sintese de testosterona continua por meio das vias A4 e A5 (Miller, 1988; Miller &
Auchus, 2011; Miller, 2013; Ayaz & Howlett 2015). Maior parte da biossintese da
testosterona, em testiculos humanos, ocorre via A5, com secrecdo de 3 a 10 mg/dia
(Fluck, Miller & Auchus, 2003; Sherbet, 2007).

Na via A4 a pregnenolona é convertida em progesterona pela 3p-
hidroxiesterdide desidrogenase (HSD3pB), apds esta etapa a enzima CYP17Al a
converte em 17a-hidroxiprogesterona e em seguida a androstenediona. A
androstenediona forma a testosterona pela acdo da 17B-hidroxiesteroide
desidrogenase (HSD17p3). Na via A5 a enzima CYP17A1 converte pregnenolona
primeiro em 17a-hidroxipregnenolona e em seguida, em dehidroepiandrosterona

(DHEA). A DHEA é entdo convertida a androstenediona pela HSD3p. Por tltimo, a
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HSD17p3 converte androstenediona em testosterona (Miller, 1988; Hanukoglu, 1992;

Omura & Morohashi, 1995; Payne & Hales, 2004).
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A testosterona circula no organismo na forma livre ou conjugada.

Aproximadamente 44 % dela se encontra na corrente sanguinea ligada a globulina de
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ligacdo de hormdnios sexuais (sex hormone binding globulin - SHBG), 54 % ligada a
albumina e de 2 a 3 % estd sob a forma livre (biodisponivel) (Pardrigde, 1986;
Hammond, Smith & Underhill, 1991; Hammond & Bocchinfuso, 1995; Tyagi et al.,
2017).

A testosterona pode ser convertida a 17 B-estradiol pela enzima aromatase
(CYP19A1) da superfamilia de enzimas citocromo P450, em &reas incluindo gbnadas
masculinas, tecido neural, adiposo, figado e ossos (Simpson, Mahendroo & Means,
1994; Miller & Auchus, 2011; Stocco, 2012). Aproximadamente, 0,2 % da
testosterona plasmatica nos homens é convertida a estrogénio, sendo essencial para
manutencdo da libido e maturacdo espermatica (Miller, 1988; Hess et al., 1997;
Sherbet, 2007). Além desta, 10 % da concentracdo plasmatica de testosterona pode ser
convertida a dihidrotestosterona (DHT), nos homens, um andrégeno mais potente pela
acdo das enzimas Sa-redutase tipo 1 (codificada pelo gene SRD5A1, presente no
couro cabeludo e em tecidos periféricos) e tipo 2 (SRD5A2, encontrada em tecidos
reprodutivos masculinos) (Sherbet, 2007; Miller & Auchus, 2011; Schiffer et al.,
2018).

Apesar das décadas de uso clinico e dos beneficios conhecidos, 0 uso
adequado da testosterona para terapia de reposicdo hormonal em distarbios do sistema
reprodutor masculino permanece em discussdo constante. E dificil estimar a
prevaléncia mundial do abuso de andrdgenos, pois as pesquisas divergem nos
resultados (Kanayama, Hudson & Harrison, 2008; Kanayama & Harrison, 2018b). O
consumo é elevado em todo o mundo, sugerindo-se que apenas nos Estados Unidos
mais de 3 milhGes de pessoas utilizaram doses abusivas de androgenos, sem indicacao
clinica vélida, e possivelmente 1 milhdo delas sofreram, em algum momento, com a

dependéncia (Kanayama, Hudsom & Harrison, 2008; Pope et al., 2014). O uso
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abusivo de testosterona, ou seja, sem indicacdo médica, inicia-se em média apos os 18
anos de idade e aumentou 10 vezes na ultima década em homens com até 40 anos nos
Estados Unidos (Baillargeon et al., 2018). Em 80 % dos homens que utilizaram
testosterona sem hipogonadismo patolégico, o tratamento durou, em média, 30 dias
ou menos (Baillargeon et al., 2013). Geralmente, as doses de testosterona utilizadas
variam de 600 a 1000 mg por semana, mas podem chegar a 5000 mg por semana, 0
que podem ser consideradas de 50 a 100 vezes maiores que a producdo semanal
fisioldgica (Kanayama & Harrison, 2008).

A utilizagdo indiscriminada é reflexo da disseminacdo de informacdes
equivocadas pelos meios de comunicacdo e a busca por mudangas corporais, pela
melhora da autoestima, da confianca e da concentragdo (Basaria et al., 2010;
Handelsman, 2011; Sagoe et al., 2014b), além disso, pode estar associada a um
disturbio de imagem do individuo em relagdo a si proprio como a vigorexia (Pope,
Katz & Hudson, 1993; Pope et al., 1997). Apesar da crescente prevaléncia de abuso
de androgenos, seu uso subnotificado e clandestino gera limitagdes sistematicas no
estabelecimento de causa-efeito, com isso, a literatura sobre seus efeitos adversos é
limitada. Os efeitos adversos podem acometer diversos sistemas organicos, incluindo
efeitos cardiovasculares, psicoldgicos e reprodutivos (Kanayama, Kaufman &
Harrison, 2018b). Dentre eles, destacam-se a atrofia testicular, ginecomastia,
hipertensdo arterial, arritmias letais, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral,
retencdo de liquidos, lesdes nos tendBes, hemorragias nasais, resfriados frequentes,
disfuncdo hepética e renal, irritabilidade, agressividade e irregularidades do sono
(Korkia & Stimson, 1997; Reckelhoff, Zhang & Granger, 1998; Norton, Trifunovic &
Woodiwis, 2000; Basaria, Wahlstrom & Dobs, 2001; Achar, Rostamian & Narayan,

2010; Pope et al., 2014; Kauffman et al., 2019).
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Dentre os fatores relacionados ao uso abusivo, os efeitos anabdlicos s&o bem
conhecidos h& décadas, o que tornou seu uso tdo popular, porém a relacdo da
testosterona com as doencas cardiovasculares até hoje é controversa. Como as
doencas cardiovasculares (DCVs) fazem parte das principais causas de morte em todo
0 mundo, representando um grande problema de satde publica (Burt et al., 1995;
Kearney et al., 2005; Mosca et al., 2011; Wong, 2017), cada vez mais busca-se
identificar os efeitos, sejam eles maléficos ou ndo, dos andr6genos sobre esse sistema
(Lane et al., 2006).

Tradicionalmente, os andrégenos sao relacionados a elevacdo do risco de
DCV. Para alguns autores, a simples presenca de niveis séricos mais elevados de
testosterona seria por si s6 um fator de risco para DCVs em homens, e atribuiram ao
sexo feminino ou a presenga de hormonios sexuais femininos efeito cardioprotetor
(Reckelhoff, 2001; Reckelholff, Zhang & Granger, 1998; Qiao, McConnell & Khalil,
2008). Esse fato se deve ao dimorfismo sexual presente nas DCVs, maior prevaléncia
de DCVs acomete os homens entre 30 e 50 anos, ap06s essa idade existe paridade de
risco entre 0s sexos, e por volta da sétima década de vida maior é a prevaléncia nas
mulheres. (Mosca et al., 2011; Reckelhoff, 2018; Maranon & Reckelhoff, 2013;
Armeni & Lambrinoudaki, 2017; Cho et al., 2020). Um fator de risco importante para
DCVs que parece ter relacdo com o0 sexo € a hipertensao arterial (Vasan et al. 2001).

De fato, os homens tipicamente apresentam maior pressao arterial (PA) do que
as mulheres, e a capacidade da testosterona de induzir hipertensdo em animais é
conhecida ha mais de 70 anos (Grollman, Harrison & Williams, 1940; Reckelholff,
Zhang & Granger, 1998). Porém, ja foi descrito que a hipotestoteronemia também
pode provocar a hipertensdo (Perusquia, Contreras & Herrera, 2019). A hipertensao é

uma doenca cronica multifatorial, que envolve multiplos 6rgdos e sistemas e uma
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complexa interacdo entre genética e meio ambiente. E caracterizada pela elevacio
sustentada dos niveis pressoricos, acima de 140 mmHg de pressdo arterial sistélica e
acima de 90 mmHg de pressédo arterial diast6lica (Diretriz Brasileira de Hipertensdo
Avrterial, 2020).

Para o estudo da fisiopatologia, prevencgéo e tratamento da hipertensdo o SHR
(Spontaneously hypertensive rats) € o modelo mais utilizado. Este modelo é similar a
hipertensdo priméaria do homem (Okamoto & Aoki, 1963), que representa 95 % dos
casos de hipertensdo (Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial, 2020). Os SHRs
apresentam alteracdes estruturais nos vasos sanguineos logo apds a primeira semana
de vida, com diminui¢do do lumen arterial, aumento da rigidez arterial, alem do
aumento da resposta contrétil, o que parece ser responsavel pelo desenvolvimento da
hipertensdo (Folkwo et al., 1970; Mulvany & Halpern, 1977; Lee et al., 1983; Lee,
1985, Packer, 1994). Nos SHRs a elevacdo da presséo arterial ocorre a partir da 4°
semana de vida e a hipertensdo € considerada instalada entre a 7° e a 12° semana de
vida (Lee, 1985; Anishchenko et al., 2015).

A hipertensdo apresenta como mecanismo fisiopatolégico a disfuncédo
endotelial, que é caracterizada pelo desequilibrio entre os fatores vasoativos, com
predominio dos fatores vasoconstritores (Schiffrin, Deng & Larochelle, 1993;
Vanhoutte et al., 2009; Kang, 2014), podendo levar ao desenvolvimento e progressao
da aterosclerose, estimulando a agregacdo plaquetaria, coagulacdo sanguinea e
aumento de rigidez arterial (Stemerman et al., 1981; Vanhoutte et al., 2017). O
endotélio, camada Unica de tecido epitelial, de revestimento simples, pavimentoso,
localizada entre o sangue e o musculo liso vascular (Aird, 2007), regula o ténus
vascular pela sintese e liberacdo de substancias vasoativas (Furchgott & Zawadzki,

1980). Portanto, variacGes na funcdo endotelial sdo consideradas um dos principais
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fatores responsaveis pelo aumento e manutencdo de niveis elevados de presséo
arterial (Luscher et al., 1986; Taddei et al., 1993).

Fatores vasodilatadores endoteliais incluem o 6xido nitrico (NO) (Ignarro et
al., 1987; Palmer, Ashton & Moncada, 1988; Moncada, Palmer & Higgs, 1989), a
prostaciclina (PGl,) (Moncada et al., 1976; Moncada, Higgs & Vane, 1977; Tateson,
Moncada & Vane, 1977) e a hiperpolarizacdo dependente do endotélio (EDH)
(Félétou & Vanhoutte, 1988; Mombouli et al., 1996). J& a endotelina-1 (Yanagisawa
et al., 1988; Yanagisawa & Masaki, 1989), a angiotensina Il, os tromboxanos
(Hamberg, Svensson & Samuelsson, 1975), as demais prostaglandinas (Hamberg,
1974) e as espécies reativas de oxigénio, como o anion superoxido (Gryglewski et al.,
1986; Guzik et al., 2000), séo descritos como fatores vasoconstritores.

O NO ¢ considerado o principal fator responsavel pela regulagdo do tdnus
vascular (Ignarro et al., 1987). E derivado da L-arginina pela agio das enzimas 6xido
nitrico sintase (NOS) (Palmer, Ashton & Moncada, 1988; Moncada, Palmer & Riggs,
1989), sendo até o momento, descritas trés isoformas, a NOS endotelial (eNOS), a
NOS neuronal (NNOS) e a NOS induzivel (iNOS). A eNOS e a nNOS séo
classificadas como constitutivas e sdo dependentes das concentragcfes intracelulares
de célcio para sua ativacdo, ja a iINOS é induzida por estimulos inflamatérios e
independe da concentracdo de calcio (Forstermann et al., 1994).

A PGl,, principal prostanoide vasodilatador, é também um inibidor de
agregacao plaquetaria, e € sintetizada nas células vasculares a partir do &cido
araquidénico liberado dos fosfolipideos de membrana pela acdo das enzimas
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) (Moncada, Higgs & Vane, 1977). A COX-1 € a
isoforma constitutiva e a COX-2 é a induzivel, responsavel pelo aumento da producéo

de prostaciclina em algumas doencas (Castella-Lawson et al., 1999; Morita, 2002).
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Diferentemente do NO e da PGl,, os fatores ou vias envolvidas na EDH
variam de acordo com o tamanho e o tipo do vaso (Shimokawa et al., 1996), bem
como com as espécies estudadas. Dois exemplos séo os acidos epoxieicosatriendicos
(EETs) e o peroxido de hidrogénio (H,O,) (Busse et al., 2002; Shimokawa &
Morikawa, 2005; Vanhoutte et al., 2017).

J& esté estabelecido que a testosterona pode modular a liberagdo de fatores
vasoconstritores e vasodilatadores por mecanismos de acdo gendmica e néo
gendmica. As agdes ndo gendmicas sdo associadas as respostas rapidas, comumente
descritas em cultura de células, banhos de 6rgdos ou leitos vasculares isolados
utilizando exposi¢do aguda de testosterona, ou seja, incubacdo ou perfusdo prévia
com o horménio (Jones et al., 2003; Kang et al., 2003; Cai et al., 2016). Nesses
modelos experimentais, as a¢des vasculares da testosterona sdo atribuidas a ligacdo a
receptores acoplados a proteina G, localizados na membrana plasmatica de células da
musculatura lisa ou endotelial como 0 GPRC6A, ja descrita em artérias mesentéricas
(Harno et al., 2008; Pi et al., 2010; Pi; Parrill; Quarles, 2010) e o transient receptor
potential cation channel 8 da subfamilia M (melastatina) (TRPMS8) (Asuthkar et al.,
2015).

Apos ligagdao com os receptores de membrana a testosterona pode promover a
hiperpolarizagdo do musculo liso vascular e vasodilatagdo, sem influenciar a
expressdo génica, por alguns mecanismos: (1) Pela acdo nos canais para potassio
aumentando a sua probabilidade de abertura (Deenadayalu et al., 2001; Tep-Areenan,
Kendall & Randall, 2002; Kang et al., 2003; Cairrdo et al., 2008; Deenadayalu et al.,
2012); (2) Por sua capacidade de modular a producdo de NO, associada a expressao
de eNOS e ativar a via de cGMP, e assim, promover o relaxamento da musculatura

vascular (Yu et al., 2010). (3) Em concentraces fisioldgicas a testosterona pode atuar
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como antagonista dos canais para Ca?* e promover menor influxo de Ca®* e
consequente vasodilatagdo, mecanismo descrito em aorta (Costarella et al., 1996;
Honda, Unemoto & Kogo, 1999) e em artéria mesentérica de ratos (Tep-Areenan,
Kendall & Randall, 2002; del Campo et al., 2013; Puttabyatappa et al., 2013), em
artéria coronarias de cdes (Perusquia et al., 2012) e de porcos (Deenadayalu et al.,
2001; Deenadayalu et al., 2012), em cultura de células endoteliais e musculares
adrticas de ratos (Campelo, Cutini & Massheimer, 2012), em artéria umbilical
humana (Cairrdo et al., 2008) e em artérias e veias pulmonares humanas (Smith et al.,
2008; Rowell et al., 2009).

As acbBes vasculares da testosterona também ocorrem por mecanismos
gendmicos, por meio de receptores intracelulares para esse hormonio tanto no
endotélio como no mausculo liso vascular (Negro-Vilar, 1999; Liu; Death;
Handelsman, 2006). Apds ligacdo da testosterona com os receptores de andrdgenos
(ARs), ocorre nestes uma alteracdo conformacional com translocacdo para o ndcleo
celular, seguido de fosforilacdo e interacdo com o0s elementos responsivos para
andrégenos, dando inicio a transcricdo génica que serd seguida pelo processo de
sintese proteica (Grino; Griffin; Wilson, 1990; Claessens et al., 2001). Dessa forma, a
ligacdo da testosterona com receptor de andrégeno intracelular pode induzir ou
reprimir genes especificos e modular os efeitos fisioldgicos, regulando a sintese, a
liberacdo e a ativagdo de fatores locais relacionados ao controle do ténus vascular
(Heinlein & Chang, 2002; Kang et al., 2003).

Acbes gendmicas estdo relacionadas a efeitos a longo prazo e os modelos
experimentais que melhor representam esses resultados sdo os estudos envolvendo
orquiectomia (remocao cirargica dos testiculos) ou tratamento hormonal dos animais

com testosterona. Nesses modelos experimentais, a diminui¢cdo na concentragdo de
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testosterona (orquiectomia) foi relacionada a disfuncdo endotelial com diminuicdo da
biodisponibilidade de NO em artéria mesentérica de ratos (Blanco-Riveiro, Balfagon
& Ferrer, 2005; del Campo et al., 2014). Em nosso laboratorio j& demonstramos
prejuizo na vasodilatacdo dependente do endotélio em leito vascular coronariano,
apos orquiectomia, e o tratamento com dose fisiologica de testosterona reverteu esse
prejuizo (ROUVER et al., 2015). O tratamento com doses fisiol6gicas pode melhorar
0 dano vascular causado pela orquiectomia via ativacdo da via de sinalizagéo
PI3K/AKT, ja descrito em aorta toréacica de ratos (Zhao et al., 2016).

Contudo, diversos efeitos vasculares deletérios da testosterona também s&o
descritos. Animais tratados com altas doses de testosterona apresentam lesao vascular
(Zhao et al., 2016) e desenvolvem hipertensédo com reducdo do relaxamento mediado
pela EDH em artérias mesentéricas de ratos (More et al., 2015) e ratas (Mishra et al.,
2017). O aumento na concentracdo de testosterona estd associado a disfuncdo
endotelial pela reducdo da biodisponibilidade de NO, PGI, e na EDH, bem como
aumento do estresse oxidativo, resultando em menor relaxamento dependente do
endotélio e aumento da vasoconstricdo (Toot et al., 2011; Lane et al., 2006; Caliman
et al., 2017; Guzzoni et al., 2018). Além disso, a orquiectomia em SHRs (ou seja, na
presenca de DCVs), diminui a pressdao arterial, assim, relacionando a reducdo de
testosterona aos beneficios cardiovasculares (Martin et al., 2005; Tatchum-Talom et
al., 2011).

Como descrito até entdo, o conhecimento na literatura continua inconclusivo
sobre a acdo da testosterona no ambiente vascular. Nossa hipotese é que doses
suprafisiologicas de testosterona promovam um prejuizo na vasodilatacdo endotelial
com aumento da producdo de especies reativas de oxigénio e da pressdo arterial.

Nesse contexto o presente estudo propde, a investigagdo dos efeitos de dose
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suprafisiologica de testosterona sobre a reatividade vascular em artérias mesentéricas
de resisténcia isoladas, na presenca de DCVs, as quais tém importante participagdo no

processo de reatividade vascular e regulacdo da presséo arterial.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar os efeitos do tratamento com dose suprafisiologica de testosterona, sobre a
reatividade vascular e estresse oxidativo em artérias mesentéricas de resisténcia de

ratos espontaneamente hipertensos (SHR).

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a capacidade de relaxamento induzido pela acetilcolina em artérias
mesentéricas de resisténcia de ratos tratados com dose suprafisioldgica de
testosterona;

e ldentificar a participacdo do 17 p-estradiol e da dihidrotestosterona no
tratamento com dose suprafisioldgica de testosterona;

e Investigar a participacdo de mediadores endoteliais de relaxamento no
relaxamento dependente de endotélio em artérias mesentéricas de SHR
tratados com dose suprafisioldgica de testosterona.

e Avaliar composicdo corporal dos animais antes e ap6s tratamento com dose
suprafisiologica de testosterona;

e Verificar possiveis alteracfes de pressdo arterial nos animais espontaneamente
hipertensos;

e Quantificar os niveis sanguineos de testosterona, 17 p-estradiol e
dihidrotestosterona em ratos tratados com dose suprafisiolégica de
testosterona;

e Verificar a presenca de espécies reativas de oxigénio em artérias mesentéricas

de SHR tratados com dose suprafisiologica de testosterona;
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e Analisar a morfologia endotelial e possiveis alteracdes apds tratamentos com

dose suprafisioldgica de testosterona em SHR.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais experimentais

Para este estudo foram utilizados ratos SHR (Spontaneously hipertensive rats)
machos, com 8 a 10 semanas de idade. Os animais foram fornecidos pelo Biotério
Central do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA (CONCEA-
MCT, 2016) e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFES
(#04/2018).

Todos os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (maximo de 5 animais por
gaiola), com livre acesso a dgua e a racdo (Purina Labina, SP - Brasil), em sala com
temperatura (22 = 2 °C) e umidade relativa do ar (45 % a 65 %) controladas. O ciclo

de luz foi regulado para periodos de 12/12 horas, alternando-se entre claro e escuro.

3.2. Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente separados em cinco diferentes grupos
experimentais:

e SHAM: Controle;

e ORX: Castrado;

e TTO: Tratamento com dose suprafisiologica de testosterona;

e TTO+ANA: TTO + Tratamento com inibidor da aromatase (P450)

(anastrozol).

e TTO+FIN: TTO + Tratamento com inibidor da Sa-redutase (finasterida).



41

3.3. Procedimentos experimentais
Para atingir os objetivos desse estudo, foram realizados o0s seguintes
procedimentos experimentais:

Idade do animal

Pesagem;

Orquiectomia;

—— 8 a 10 semanas ——> Dia 0 Inicio dos tratamentos;
Aferigdo da pressio arterial.

Pesagem;
10al2 s Dia 14 Continuacio dos tratamentos;
AR Afericdo da pressdo arterial.
Finalizacdo do tratamento;
Aferigao da pressdo arterial;
12al4

Dia 28 | Decapitagio e coleta de sangue;

" | Pesagens de 6rgaos;

Analise de reatividade vascular;

Coleta e armazenamento de artérias mesentéricas.

sémanas

Figura 3. Fluxograma de atividades realizadas.

3.3.1. Orquiectomia

Para a realizacdo do procedimento, o animal apds ser anestesiado com a
combinacdo de ketamina (70 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) via intraperitoneal, foi
posicionado em decubito dorsal e imobilizado com fita adesiva sobre uma prancha
cirurgica. Antes da inciséo, foi realizada a desinfeccao, da regido da bolsa testicular,
com alcool iodado. A cirurgia foi iniciada com uma incisdo perpendicular de 0,5 a 1
cm na regido da linha mediana da bolsa testicular e posterior exposi¢do dos testiculos
por compressdo. Posteriormente, foi realizada a abertura da tanica vaginalis e a
ligadura dos testiculos em torno do corddo espermatico. Apds a remocdo dos

testiculos, a bolsa testicular foi suturada.
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Os grupos SHAM, TTO, TTO+ANA e TTO+FIN foram submetidos a uma
cirurgia ficticia, seguindo os mesmos procedimentos e em tempo equivalente, porém
sem a ligadura e a retirada dos testiculos.

Ao final da cirurgia, todos os animais receberam uma dose Unica de
antibiotico (Enrofloxacina - 2,5 % - 0,1 mL, i.m.), para prevenir possiveis infecgdes, e
de analgésico (Dipirona — 10 mg/kg).

A eficécia da orquiectomia e dos tratamentos foram avaliadas pela pesagem
dos 6rgaos sexuais, corrigidos pelo comprimento da tibia. Outro pardametro biométrico
avaliado e que auxilia na validacdo do método de castracdo (além dos 6rgaos sexuais),

foi a pesagem dos 6rgdos integrantes do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenais.

Figura 4. Esquema representativo das etapas da orquiectomia (Rouver, 2021). (A) Preparagéo do
campo operatério, (B) incisdo na linha média da bolsa testicular, (C) exposi¢do do testiculo, (D)
ligadura em torno do cordéo espermatico. (E) remogao do testiculo e (F) sutura da bolsa testicular.
3.3.2. Tratamento com testosterona
No mesmo dia da cirurgia ficticia, foi iniciado o tratamento com testosterona

(Testosterona Bioidéntica — IMAFAR), com duracdo de quatro semanas. Foi utilizada

a via subcutanea para administracdo da testosterona diluida em 0,1 mL de 6leo de
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girassol (veiculo). Para os grupos TTO, TTO+ANA e TTO+FIN, foi administrada
uma dose de 3,0 mg/Kg/dia, dose 6 vezes maior que a dose utilizada para tratamento
fisiologico (0,5 mg/kg/dia) (Moysés, Backer & Cabral, 2001; Rouver et al., 2015;
Ribeiro Junior et al., 2018). Os grupos SHAM e ORX receberam 0 mesmo volume

dos grupos anteriores, porém contendo apenas o veiculo.

3.3.3. Tratamento com inibidor da enzima aromatase

Para avaliar o efeito da testosterona independente da sua converséo ao 17 -
estradiol, foi proposto o grupo TTO+ANA. Os animais receberam a dose de 0,1
mg/Kg/dia de anastrozol (Anastrozole — Cayman Chemical), inibidor da enzima
aromatase (CYP19A1), diluida em 0,1 mL de solucdo salina, administrada via
gavagem (Altintas et al., 2010; Manigrasso et al., 2012; Soljancic et al., 2013) pelo
tempo equivalente do tratamento da testosterona. O tratamento com testosterona foi

realizado conforme item 3.3.2.

3.3.4. Tratamento com inibidor da enzima Sa-redutase

O grupo TTO+FIN foi realizado para avaliar se os resultados obtidos eram
referentes a testosterona ou ao seu metabdlito mais ativo, a dihidrotestosterona. Para
iSSO, 0S animais foram tratados com inibidor da enzima So-redutase, a finasterida
(Fendical — Finasterida - UciFarma), na dose de 5 mg/Kg/dia diluido em 0,4 mL de
solucdo salina, administrado por via orogastrica (gavagem) (Gao et al., 2004; Baig et
al., 2019; Kolasa-Wotosiuk et al., 2019) pelo tempo equivalente do tratamento da

testosterona.



44

3.3.5. Avaliacédo nédo invasiva da pressao arterial

Para avaliagdo da pressdo arterial dos animais, foi realizada a etapa de
aclimatacdo trés dias antes do registro oficial. Esta etapa tem o objetivo de minimizar
a influéncia do estresse sobre a presséo arterial e consiste no acondicionamento do
animal por 10 minutos no equipamento.

No dia do registro os animais foram aquecidos em uma camara de contencgao
com um cuff de pulso pneumatico acoplado na regido proxima a cauda. Um
esfigmomandmetro foi insuflado e desinsuflado automaticamente e os valores de
pressdo arterial sistdlica, diastolica, média e os batimentos por minuto foram
coletados automaticamente usando um pletismdgrafo acoplado a um computador. A
temperatura foi controlada entre 35 °C e 37 °C durante o tempo que o animal
permaneceu no equipamento. Foi obtida a média de, no minimo, 5 registros com
diferenca maxima de 10 mmHg, sendo descartados 0s registros associados as

influéncias causadas por movimentos dos animais.

3.3.6. Dosagens soroldgicas - perfil hormonal

Ao final do tratamento, foram coletados 5 mL de amostras de sangue apés a
decapitacdo dos animais, para realizacdo das dosagens sorolégicas. Em seguida, o
sangue foi centrifugado (Excelsa® IV Modelo 280r) a 02556 g (3500 rpm) por 15
minutos a 4 °C, o soro foi separado e estocado a -80 °C. Os niveis de testosterona
foram  quantificados utilizando  imunoensaio de  microparticulas  por
quimioluminescéncia usando o teste Architect 2nd Generation Testosterone. O limite
de detecgdo para testosterona era < 0,15 nmol/L. Os niveis de 17 B-estradiol foram
quantificados por imunoensaio com o teste Architect, de limite de deteccdo de < 5

pg/mL. Os niveis de dihidrotestosterona, por sua vez, foram avaliados por ensaio
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imunoenzimético pelo teste Diagnostics Biochem Canada Inc., com limite de

detecgéo de 17 pg/mL.

3.3.7. Dados ponderais

Todos os animais foram pesados antes da orquiectomia ou cirurgia ficticia.
Ap0s 14 dias de tratamento e a Ultima pesagem foi realizada antes da eutanasia para o
estudo funcional de reatividade vascular (com 28 dias de tratamento). Em seguida,
alguns 6rgdos (testiculo, vesicula semanal, epididimo, rins, glandulas adrenais, figado,
pulméo, coragdo, ventriculo esquerdo, ventriculo direito, hipdfise, musculo
gastrocnémio, gordura epididimal, gordura retroperitoneal e gordura perirrenal) foram
dissecados, apds exsanguinacdo e pesados em balanca analitica (Shimadzu —
AUY220) (Flickinger, 1978; Ma et al., 2004; Jang et al., 2010; Bringel et al., 2011;
lamsaard et al., 2014). Os pesos dos 6rgaos foram corrigidos pelo comprimento da

tibia do respectivo rato e comparados entre 0s grupos.

3.3.8. Avaliacao da reatividade vascular em artérias mesentéricas

Para estudar a reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia, foi
utilizado o método descrito por Mulvany & Halpern (1977). Apds eutanasia por
decapitacdo, sem utilizacdo de anestésicos, para evitar efeito depressor sobre a fase
contratil (Hatano et al., 1989), artérias mesentéricas de terceira ordem foram
identificadas, isoladas e dissecadas dos tecidos circundantes ndo vasculares. Os
segmentos arteriais foram seccionados em aneis de 2 mm e dois fios de tungsténio (40
um de didmetro) foram inseridos no lumen das artérias ¢ montados em um midgrafo
para vasos de resisténcia. As artérias foram mantidas em solucdo de Krebs

(composicdo em mM): NaCl (119), KCI (4.7), KH,PO, (0.4), NaHCO3; (14.9),
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MgSQO,.7H,0 (1.17), CaCl,.2H,0 (2.5) e glicose (5.5) a 37 °C e gaseificada com
mistura carbogénica (5 % CO, e 95 % O,). Apds a montagem dos anéis nas camaras
do midgrafo para vasos de resisténcia, a circunferéncia interna foi normalizada, para
isso 0s seguimentos arteriais foram gradualmente estirados até que seus didmetros
internos correspondessem a uma pressao transmural de 100 mmHg (IC100), entdo a
circunferéncia interna (1C1) foi normalizada para uma fragao definida de 1C100. Para
tanto, o IC1 foi calculado a partir da multiplicacdo do 1C100 por um fator (0,9)
(SLEZAK et al., 2010), que permitisse ao segmento vascular maxima producio de
forca ativa, bem como a sensibilidade aos agonistas. Finalizada a normalizagdo, os
anéis foram mantidos por um periodo de estabilizacdo de 60 minutos. A viabilidade e
integridade de endotélio foram avaliadas pela administracdo de acetilcolina (ACh,
10uM) nas artérias previamente contraidas com fenilefrina (PE, 3 uM). Todos os
anéis estudados apresentaram relaxamento maior que 80 % em resposta a ACh. Apoés
novo periodo de estabilizagdo de 30 minutos, foram realizadas curvas concentragdo-
resposta cumulativas a acetilcolina (1 nM a 100 uM) para avaliar a resposta
vasodilatadora das artérias mesentéricas de resisténcia nos diferentes grupos
experimentais, apos pré-contracdo com fenilefrina (PE, 3 uM). Todas as respostas
foram registradas por meio de um sistema de aquisicdo e analise informatizado,
acoplado a transdutores isométricos Danish Myo-Technology (DMT, Dinamarca).
Para avaliar a participacdo de diferentes fatores vasodilatadores e canais
possivelmente envolvidos na resposta a ACh nos diferentes grupos, nova curva de
relaxamento a ACh foi realizada. Para isso, os anéis foram lavados e estabilizados por
15 minutos, em seguida os inibidores foram administrados e apos 30 minutos a curva
de relaxamento a ACh (1 nM a 100 uM) foi repetida. Os seguintes inibidores foram

utilizados:
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1) inibidor ndo seletivo NOS, o N°-nitro-L-Arginina Metil Ester (L-NAME,
300 uM), para analisar a participagdo do NO.

2) inibidor ndo seletivo COX, a indometacina (INDO; 10 uM), para avaliar a
participacdo dos prostanoides derivados da COX.

3) inibidor seletivo da COX-2, NS398 (1 uM), para avaliar a participacéo
especifica desta via.

4) inibigdo simultanea das enzimas NOS e COX, com L-NAME (300 uM) e
INDO (10 uM), respectivamente, para avaliar a reposta vasodilatadora independente
de NO e prostanoides.

5) blogueador ndo seletivo dos canais para potassio, tetraetilaménio (TEA, 5
mM).

6) inibicdo simultanea dos canais para potassio e das enzimas NOS e COX
com tetraetilamoénio (TEA, 5 mM), L-NAME (100 uM) e Indometacina (10 uM),
respectivamente.

7) inibidor da enzima citocromo P450, clotrimazol (0,75 uM) para avaliar
possivel participacdo dos acidos epoxieicosatriendicos (EETS).

8) inibicdo simultanea das enzimas NOS, COX e P450 com L-NAME (300
uM), Indometacina (10 uM) e clotrimazol (CLOT; 0,75 uM), respectivamente, para
avaliar a reposta vasodilatadora independente de NO/Prostanoides/EDH.

9) utilizacdo de um degradador do perdxido de hidrogénio (H.O,) (catalase

1000 U/L), para avaliar a participacdo desta espécie reativa nas respostas encontradas.
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Teste do endotélio Curva de relaxamento
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Figura 5. Representacdo esquematica dos protocolos de reatividade vascular (Rouver, 2021).

3.3.9. Andlise da producéo de anion superoxido

Foi utilizada a técnica de fluorescéncia produzida pela oxidagdo do
dihidroetidio (DHE) para verificar a influéncia da castragdo e dos tratamentos com
testosterona sobre a producdo de anion superéxido (O,7). O DHE é um derivado do
etidio que ao entrar em contato com O,", oxida-se e posteriormente se liga ao DNA
das células emitindo fluorescéncia vermelha (Fernandes et al., 2007; Wiggers et al.,
2008). Este método permite analisar a producdo “in Situ” nos segmentos teciduais.

Para isso, artérias mesentéricas de terceiro ramo foram isoladas, limpas e
dissecadas dos tecidos aderentes e imediatamente congeladas a -80 °C. Antes do
preparo dos blocos em liquido de crioprotecdo (TissueTek — OCT Compound,
Sakura), as amostras foram desidratadas em solucéo de Krebs (8 mM HEPES, 2 mM
CaCl,.2H,0, 130 mM NaCl, 5 mM KClI, 2,45 mM MgCl,.6H,0, 11,1 mM glicose,
pH 7,4) com sacarose (30 %) por um periodo de 24 horas. Os blocos contendo as
artérias mesentéricas foram armazenados em freezer a -80 °C até o momento do
preparo das laminas. As laminas gelatinizadas foram preparadas em criostato (CM
1850, Leica Microsystems, Alemanha), a -25 °C, com cortes transversais das artérias
de 10 um de espessura. Apds o preparo, as laminas foram armazenadas em freezer a -

20 °C até o momento da analise.
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Para a andlise da fluorescéncia emitida pelo DHE, as laminas com os cortes de
artéria mesentérica foram secas em estufa a 37 °C por 20 minutos, em seguida,
incubadas com solucdo de Krebs e mantidas em estufa por mais 30 minutos a 37 °C.
Ap0Os esta etapa, 0 excesso de liquido foi retirado e as laminas foram incubados com
DHE 2 uM e mantidas em estufa a 37 °C por 30 minutos. A fluorescéncia emitida foi
visualizada em microscépio de fluorescéncia invertido (DM 2500, Leica
Microsystems, Alemanha) equipado com cémera fotografica. As imagens foram
quantificadas pelo software ImageJ, sendo o resultado expresso como intensidade de
fluorescéncia. Fotomicrografias de 4 animais por grupo foram realizadas. Estas
analises foram realizadas no Laboratério de Histologia Molecular e

Imunohistoquimica (LHMI) da UFES.

3.3.10. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Artérias mesentéricas de terceira ordem, de 4 animais por grupo, foram fixadas
em solucdo de Karnovisk (glutaraldeido 2,5 %, parafolmaldeido 2 %, tampéo
cacodilato 0,1 M, pH 7,2) e mantidas a 2 °C por 24 horas. Em seguida, foram lavadas
em tampao cacodilato (0,1 M, pH 7,2), 3 vezes sendo 10 minutos cada vez. Apos esta
etapa, as amostras foram desidratadas em gradiente crescente de etanol (30, 50, 70, 90
e 100 %) e submetidas a secagem por ponto critico em CO, (Autosandri-815,
Tousimis). Posteriormente, as artérias montadas em suporte metalico (stubs), com o
endotélio exposto virado para cima, foram revestidas com 10 nm de ouro puro em um
revestidor por pulverizacdo a vacuo (Desk V, Denton Vaccum). As amostras foram
observadas em microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610 LV). Todos os
procedimentos de preparo das amostras e obtencdo das imagens foram realizados no

Laboratorio de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins, LUCCAR, UFES.
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3.4. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
A normalidade dos dados foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk. Utilizou-se o
método ROUT de Grubbs para detectar valores discrepantes entre os dados. As curvas
concentragédo-resposta foram analisadas por ANOVA duas vias seguidas do teste post-
hoc de Tukey. Para estimar e comparar a biodisponibilidade dos fatores de
relaxamento endoteliais entre os grupos foi calculado a diferenca das areas abaixo da
curva de concentracdo-resposta a ACh na presenca e auséncia (controle) dos
inibidores utilizados. Comparacdo entre os diferentes grupos foi realizada com a
andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA), seguido de teste post-hoc de
Tukey. Todos os dados foram analisados pelo software Graphpad Prism 8 (La Jolla,

CA — USA). O nivel de significancia estabelecido foi p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Parametros ponderais

O acompanhamento do peso corporal foi realizado durante todo o protocolo
experimental, para isso, 0s animais foram pesados a cada duas semanas. Na Tabela 1
foram descritos os pesos corporais dos grupos nos dias: 0 (data da orquiectomia ou
cirurgia ficticia); 14 (ap6s 2 semanas de tratamento) e dia 28 (Ultimo dia de
tratamento). O aumento do peso corporal ocorreu de maneira semelhante com o
passar do tempo, para todos o0s grupos, indicando que o0s tratamentos nao

influenciaram no peso corporal dos animais.

Tabela 1: Valores do peso corporal (g) dos animais estudados nos dias 0, 14 e 28.

Peso Corporal (g)

SHAM ORX TTO TTO+ANA TTO+FIN
(n=8) (n=7) (n=15) (n=9) (n=8)
Dia 0 130£4 1647 148 £5 141 +£9 154 £6
Dia 14 1795 184 £ 7 183 £4 1699 181 £8
Dia 28 210+ 2 2265 2113 2326 224+ 9

Valores expressos como média £ EPM. Os resultados foram analisados por ANOVA de uma
via e pds-teste de Tukey.

De acordo com a Tabela 2, o tratamento com testosterona promoveu uma
diminuicao significativa no peso dos testiculos dos animais do grupo TTO comparado
a0 SHAM, o mesmo ndo ocorreu nos grupos TTO+ANA e TTO+FIN. Ja a
orquiectomia causou uma diminui¢do no peso das vesiculas seminais e da prostata e
aumento no peso da hipdfise e das glandulas adrenais comparado aos demais grupos.
O epididimo néo sofreu alteracdo entre os tratamentos. Nos demais grupos ndo houve

alteracdo, conforme indica a Tabela 2.
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Tabela 2: Dados ponderais dos Orgdos sexuais, hipofise e glandulas adrenais

(mg/mm) dos grupos estudados.

SHAM ORX TTO TTO+ANA  TTO+FIN

(mg/mm)
(n=8) (n=7) (n=15) (n=9) (n=8)

Testiculos 39,09 + 0,49 - 32,76 £0,94%  38,00+054 37,82+0,65
V. Seminal 18,75+ 1,13 2,09 + 0,14%%% 18,86 + 1,09 19,12+0,80 15,81 +0,31
Epididimo 13,25 + 0,36 - 12,91 + 0,68 11,96 +0,27 12,66+ 0,20
Prostata 6,33+0,48 0,76 +0,117%%° 6,28 + 0,38 7,00+ 0,23 6,17 + 0,29
Hipofise 0,24+0,02 0,300,017 0,22 +0,01 0,21 +0,01 0,24 +0,01
Adrenal 0,32+0,03 0,44 +0,02% 0,32 + 0,02 0,37 +0,02 0,31+0,02

Valores expressos como média + EPM. “p < 0,05 vs Sham; “p < 0,05 vs. TTO; &p < 0,05 vs.

TTO+ANA,; ®p < 0,05 vs. TTO+FIN. ANOVA de uma via e pés-teste de Tukey.

Além destes, depositos de tecidos adiposos também foram avaliados e podem

ser observados os resultados na Tabela 3. O grupo TTO+FIN apresentou as maiores

médias de tecido adiposo epididimal e perirrenal, j& o grupo ORX apresentou 0s

menores valores de médias nas gorduras retroperitoneal e perirrenal. O somatério ()

do peso das gorduras isoladas foi realizado para avaliarmos a composi¢do de massa de

gordura corporal, e o grupo TTO+FIN apresentou as maiores médias. No apéndice 2,

fotos da cavidade abdominal exposta dos animais, obtidas no momento da pesagem

podem ser observadas. O peso do musculo gastrocnémio, do coracdo, dos ventriculos

esquerdo e direito isolados, do figado e dos rins ndo diferiram entre os grupos.
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Tabela 3: Dados ponderais dos coxins de tecidos adiposos e demais 6rgaos (mg/mm) dos

grupos estudados.

SHAM ORX TTO TTO+ANA  TTO+FIN
(mg/mm)
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

GE 244+1,6 - 21,1+0,8 22,8+0,4 28,6 +0,77%
GR 30,5£53  13,6+1,6 183+24 19,9+ 0,5 20,5+ 4,4
GP 63+04  33v03™* 6106 6,7v0,4 14,3 +0,8"
Y gorduras 18,4 +2 6,7 + 174 145+ 1 158+ 1 23,3 £1%
Gastrocnémio 27,62 23,7+2 259+1 283+1 316+1
Figado 2701+59 2795+78  260,9+52  2934+101 249,8+117
Rins 241+0,7 21,9+0,6 23,3+0,3 24,6 2,9 258+0,8
Coragéo 29,6 +1,1 272+1,1 25,6 +1,7 28,6 +1,1 29,9+0,8
VD 2,2+04 3,6+0,4 32+0,2 38+0,1 37+03
VE 21,8+0,6 18,9v 0,6 187+11 20,9+0,9 20,9+0,7

GE: Gordura epididimal; GR: gordura retroperitoneal; GP: gordura perirrenal; VD: ventriculo
direito; VE: ventriculo esquerdo; Y': somatorio. Valores expressos como média = EPM. p <
0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. TTO; &p < 0,05 vs. TTO+ANA; $p < 0,05 vs. TTO+FIN.
ANOVA de uma via e pés-teste de Tukey.

4.2. Concentracdes séricas de testosterona

A Figura 6 apresenta o aumento significativo das concentracBes séricas de

testosterona nos grupos tratados com dose suprafisiolégica deste horménio (TTO:

2038,00 + 431,2 pg/dL, n=6; TTO+ANA: 1537 + 187,9 pg/dL, n=6; TTO+FIN:

+

1235,0 £ 113,3 pg/dL, n=6) quando comparados aos animais dos grupos SHAM

(626,6 + 21,93 pg/dL, n=6) e ORX (40,00 £ 12,6 pg/dL, n=6). No entanto, 0

tratamento com finasterida ndao apresentou diferenga da concentracdo de testosterona

em relacédo ao grupo SHAM.
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Figura 6. Nivel sérico de testosterona. Resultados expressos como média + EPM. A anélise
estatistica foi realizada por meio da anélise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida
pelo pés-teste de Tukey. 'p<0,05 vs. SHAM; *p < 0,05 vs. ORX.

4.3. Concentrac0es séricas de 17 p-estradiol

Observando o nivel sérico de 17 B-estradiol, a Figura 7 indica que houve
diminuicdo significativa nos grupos TTO+ANA (11,75 + 1,06 pg/dL, n=6) e ORX
(11,69 * 1,4 pg/dL, n=6) comparados aos grupos SHAM (18,55 + 1,11 pg/dL, n=6),
TTO (19,11 + 2,5 pg/dL, n=6) e TTO+FIN (18,93 + 1,6 pg/dL, n=6).

Desse modo, observamos que a utilizacdo do tratamento com dose
suprafisiologica de testosterona combinada com inibicdo da aromatase, resulta em
diminuigdo dos niveis de 17 B-estradiol similar & reducdo que ocorre apés castracao.
Com esses resultados, também podemos analisar que tratamento com dose
suprafisiologica de testosterona ndo aumenta significativamente a concentracéo de 17

B-estradiol nos animais.
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Figura 7. Nivel sérico de 17 p-estradiol. Resultados expressos como média £+ EPM. A
analise estatistica foi realizada por meio da anlise de variancia de 1 via (one-way ANOVA)
seguida pelo pos-teste de Tukey. p<0,05 vs. SHAM. # p<0,05 vs. TTO. +p<0,05 vs.
TTO+FIN.

4.4. Concentrac0es séricas de Dihidrotestosterona

Com relacdo ao nivel sérico de dihidrotestosterona, apresentado na Figura 8,
ocorreu uma diminuigédo significativa nos grupos ORX (13,9 + 4,2 pg/dL, n=6) e
TTO+FIN (54,84 + 9,41 ug/dL, n=6), comparados aos grupos SHAM (199,6 + 13,22
pg/dL, n=6), TTO (243,1 £ 66,5 pg/dL, n=6) e TTO+ANA (203,4 + 34,7 pg/dL,
n=6).

Similar aos dados encontrados na dosagem sérica de 17 p-estradiol, a
utilizacdo de tratamento com Finasterida, inibidor da 5 a-redutase, houve diminuigéo
significativa similar aos animais castrados. E ao mesmo tempo, ndo houve aumento

de dihidrotestosterona significativa nos animais do grupo TTO.
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Figura 8. Nivel sérico de dihidrotestosterona. Resultados expressos como média + EPM. A
analise estatistica foi realizada por meio da anlise de variancia de 1 via (one-way ANOVA)
seguida pelo pds-teste de Tukey. p<0,05 vs. SHAM. #p<0,05 vs. TTO. &p<0,05 vs.
TTO+ANA.

4.5. Pressdo arterial
A medida indireta da pressdo arterial sistélica e diastdlica foi realizada por
pletismografia da artéria caudal (Tabela 4). Ndo houve diferenca entre 0s grupos em

nenhum parametro avaliado.

Tabela 4: Valores de pressdo arterial sistdlica e diastolica (mmHg) dos animais dos
grupos estudados.

SHAM TTO ORX TTO+ANA  TTO+FIN
(n=8) (n=10) (n=8) (n=8) (n=8)
Pressao arterial sistolica (mmHg)
Dia 0 1495+85 1410x14 140,11+ 14 143,2+58 146,1+4,3
Dial4 161,1+7,1 1788+98 175,0+ 3,1 1784 +4,7 164,3%+23
Dia28 1729+20 1753%3,1 189,7 £5,2 190,7+8,3 189,9+5,0
Presséo arterial diastdlica (mmHg)
Dia0 107,715 1089+14 1075+11 1144+6,94 1105+31
Dial4d 121,7+75 140,3%+9,8 1379+14 1315+36 1169%19
Dia28 1334+79 1383+53 1421+281 1358+41 1450+35

Valores expressos como média £ EPM. ANOVA de uma via e pos-teste de Tukey.
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4.6. Reatividade vascular de artérias mesentéricas de resisténcia

4.6.1. Vasodilatacdo dependente do endotélio

Com a utilizacdo de curvas concentracdo-resposta a ACh nas artérias
mesenteéricas de resisténcia, foi possivel avaliar o efeito da orquiectomia e dos demais
tratamentos sobre a vasodilatacdo dependente do endotélio. A resposta mediada por
este agonista vasodilatador produziu relaxamento dependente da concentracdo em
todos os grupos. No entanto, houve um prejuizo na resposta vasodilatadora no grupo
ORX comparado aos grupos SHAM e TTO (AAC SHAM 557,3 + 18,30 u.a.; AAC
TTO 518,0 + 16,71 u.a; AAC ORX 394,9 + 28,83 u.a.) (Figura 9).

Como ndo houve alteragcdo na resposta vasodilatadora nas artérias
mesentéricas obtidas dos animais tratados com dose suprafisioldgica de testosterona
comparado ao SHAM, investigamos a possivel participacdo do estrogénio na
modulacdo dessa resposta, com a inibicdo da enzima aromatase utilizando o
tratamento com o Anastrozol. Além disso, para melhor caracterizarmos o efeito da
testosterona, inibimos sua conversédo a dihidrotestosterona, seu metabolito mais ativo.
Para tal, utilizamos o tratamento com Finasterida, inibidor da enzima 5a-redutase.

Como pode ser observada na Figura 9, quando comparados com o grupo TTO, a
inibicdo da conversdo ao estrogénio ndo alterou a resposta vasodilatadora (AAC
TTO+ANA 4492 + 3146 wu.a), contudo, a inibichio da formacdo da
dihidrotestosterona causou prejuizo vasodilatador (AAC TTO+FIN 328,3 + 39,61
u.a.). Podendo ser atribuido a dihidrotestosterona a participacdo significativa na

resposta vasodilatadora a ACh, em ratos hipertensos tratados com dose
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suprafisioldgica de testosterona. A Tabela 5 apresenta os valores de resposta maxima

(Rmax) obtidos, menores respostas foram atribuidas aos grupos ORX e TTO+FIN.
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Figura 9. Curvas concentracao-resposta a acetilcolina em artérias mesentéricas de ratos
hipertensos (A) grupos SHAM, TTO e ORX, (B) TTO, TTO+ANA e TTO+FIN e (C)
AAC. Resultados expressos como média £ EPM. * p < 0,05 vs. SHAM; # p < 0,05 vs. TTO;
& p < 0,05 vs. TTO+ANA. A anélise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia
de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey. Para AAC a estatistica foi
realizada por meio da analise de variéncia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo pds-teste
de Tukey. Numero de ratos indicado entre parénteses.

Tabela 5. Valores de Rmax obtidos das curvas concentragdo-resposta & acetilcolina em
artérias mesentéricas de SHR dos grupos estudados.

Rmax (%)
SHAM TTO ORX TTO+ANA TTO+FIN

96,99 + 0,4 96,34 + 0,7 84,04+35" 9222+22 6187+7,17%

Valores expressos como média £ EPM. *p < 0,05 vs. SHAM. #p < 0,05 vs. TTO. &p < 0,05
vs. ORX. $ p < 0,05 vs TTO+ANA. ANOVA uma via e pos-teste de Tukey.
4.6.2. Mediadores endoteliais envolvidos na vasodilatacéo a acetilcolina
Buscando identificar a participagdo das vias do NO, prostanoides e da EDH na
resposta vasodilatadora dependente do endotélio, investigamos as respostas induzidas

pela acetilcolina na presenca de alguns inibidores.
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4.6.3. Participacdo do 6xido nitrico

Mesmo ndo apresentando alteracdo na resposta vasodilatadora a acetilcolina, o
tratamento com testosterona (TTO) (Figura 10) promoveu alteragdo na participagéo
das vias endoteliais de relaxamento. O aumento na concentracdo sérica de
testosterona atenuou na participa¢do do 6xido nitrico, quando comparado ao grupo
SHAM (dAAC SHAM 502,9 £ 5,67 u.a.; dAAC TTO 402,6 + 36,9 u.a.). Resposta
esta observada com a maior capacidade vasodilatadora, induzido pela acetilcolina, na
presenca de L-NAME no grupo TTO comparado aos demais grupos. Esse fato ndo foi
observado no animal orquiectomizado (JAAC ORX 322,6 + 17,73 u.a.), este mantém
0 oxido nitrico como principal modulador da resposta vasodilatadora, mesmo
apresentando menor vasodilatacdo a acetilcolina.

Como observado na Figura 10, o grupo TTO+ANA apresentou prejuizo ainda
maior no relaxamento dependente do 6xido nitrico, uma vez que, sua capacidade de
relaxamento independente de NO foi maior do que a resposta observada no grupo
TTO (dAAC TTO+ANA 293,6 + 45,93). Sendo assim, o 17 B-estradiol parece ser
importante para a a¢do vasodilatadora do NO, e na sua diminui¢do sérica outras vias
de relaxamento independentes de NO parecem estar envolvidas na resposta

vasodilatadora a ACh.
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Figura 10. Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina em artérias mesentéricas de
SHR dos grupos estudados na presenga ou auséncia de L-NAME (300 puM). (A) SHAM,
(B) ORX, (C) TTO, (D) TTO+ANA, (D) TTO+FIN e (C) dAAC. Resultados expressos
como média + EPM. "p < 0,05 vs. ACh. dAAC na presenca de L-NAME, * p < 0,05 vs.
SHAM. A andlise estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia de 2 vias (two-way
ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey. Para dAAC a estatistica foi realizada por meio da
andlise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. Nimero de
ratos indicado entre parénteses.

Ja o grupo tratado com finasterida demonstrou maior participacdo do 6xido
nitrico na resposta vasodilatadora comparada ao TTO. A resposta analisada no grupo
TTO+FIN foi semelhante a encontrada no grupo ORX, com menor relaxamento a
ACh, porém dependente da via do 6xido nitrico (dAAAC TTO+FIN 297,8 + 7,45). A

Tabela 6 apresenta os valores de resposta maxima obtidos, maior resposta foi

observada no grupo TTO+ANA.
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Tabela 6. Valores de Rmax obtidos das curvas concentragcdo-resposta a acetilcolina em
artérias mesentéricas de SHR na presenca de L-NAME.

Rmax (%)
SHAM TTO ORX TTO+ANA TTO+FIN
-1,47+£4,4 16,2+ 6,3 8,7+7,08 26,98 + 10,94 -26+29

Valores expressos como média £ EPM. *p < 0,05 vs. SHAM. ANOVA uma via e po6s-teste
de Tukey.

4.6.4. Participacéo dos prostanoides

Ficou evidente apds a inibicdo da COX, a participacdo de seus derivados
vasodilatadores na resposta vasodilatadora no grupo TTO (dAAC TTO 222,2 £ 41,74
u.a.). Pode-se observar na Figura 11, menor vasodilatacdo, apos inibicdo, apenas no
grupo TTO. Nos grupos SHAM e ORX, os prostanoides derivados da COX nao
alteraram o padrdo de relaxamento a acetilcolina (dAAAC SHAM 157,3 + 52,33 u.a.;
dAAC ORX 144,2 £ 60,9 u.a.).

Observou-se que na presenca de Indometacina a resposta vasodilatadora néo
foi alterada significativamente nesses grupos (dAAAC TTO+ANA 74,9 + 37,45 u.a,;
dAAC TTO+FIN 14,2 + 74,97 u.a.), indicando que a modulacdo dos prostanoides
ocorreu por acdo do estrogénio e da dihidrotestosterona, porque na auséncia desses
hormonios ndo ocorreu prejuizo na vasodilatagdo como observado no grupo TTO. Ou
seja, para que ocorra acao vasodilatadora via prostanoides é necessaria a participacao
de estrogénio e dihidrotestosterona.

A Tabela 7 apresenta os valores de resposta maxima obtida entre os grupos

estudados. N&o houve diferenca entre 0s grupos.
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Figura 11. Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina em artérias mesentéricas de
SHR dos grupos SHAM, ORX, TTO, TTO+ANA e TTO+FIN na presenca ou auséncia
de Indometacina (10 uM). (A) SHAM, (B) ORX, (C) TTO, (D) TTO+ANA, (D)
TTO+FIN e (C) dAAC. Resultados expressos como média + EPM. * p < 0,05 vs. ACh. A
analise estatistica foi realizada por meio da anélise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA)
seguida pelo pés-teste de Tukey. Para dAAC a estatistica foi realizada por meio da analise de
variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. NUmero de ratos
indicado entre parénteses.

Tabela 7. Valores de Rmax obtidos das curvas concentracdo-resposta a acetilcolina em
artérias mesentéricas de SHR na presenca de Indometacina.

Rmax (%)
SHAM TTO ORX TTO+ANA TTO+FIN
84,30 £ 5,7 56,35+ 10,3 58,19+ 14,1 94,30+ 2,9 67,2+ 155

Valores expressos como média £ EPM. ANOVA uma via e pos-teste de Tukey.

Em sequéncia, investigamos se a resposta do grupo TTO poderia estar
associada a participacdo dos prostanoides derivados da COX-2 (Figura 12).
Observou-se que na presenca de NS398, ocorreu uma maior tendéncia a reducdo na

resposta vasodilatadora a acetilcolina no grupo tratado (lAAAC SHAM 22,34+ 47,07
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u.a.; dAAC TTO 108,6 + 70,89 u.a.), porém ndo significativo estatisticamente. N&o

houve diferenca nos valores obtidos de resposta maxima na presenca de NS398

(Tabela 8).
A SHAM B TT0 c
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Figura 12. Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina em artérias mesentéricas de
SHR dos grupos SHAM e TTO, na presenga ou auséncia de NS398 (1 uM). (A) SHAM,
(B) TTO e (C) dAAC. dAAC na presenca de NS398. A andlise estatistica foi realizada por
meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo pés-teste de Tukey.
Para dAAC a estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 1 via (one-way
ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. Namero de ratos indicado entre parénteses.

Tabela 8. Valores de Rmax obtidos das curvas concentracdo-resposta & acetilcolina em
artérias mesentéricas de SHR na presenca de NS398.

Rmax (%)
SHAM TTO
94,07 +41 83,25+ 14,6

Valores expressos como média £ EPM. ANOVA uma via e pds-teste de Tukey.

4.6.5. Participacdo da hiperpolarizacao dependente do endotélio (EDH)

Como a resposta vasodilatadora no grupo TTO ndo foi completamente abolida
apos inibicdes das vias formadoras de 6Oxido nitrico e de prostanoides, utilizando
separadamente L-NAME e Indometacina, avaliou-se a possivel participagdo da EDH.
Para isso, realizamos curvas concentragdo-resposta a acetilcolina ap6s utilizacdo dos
inibidores L-NAME (300 uM) e Indometacina (10 uM), a0 mesmo tempo, nos grupos

propostos (Figura 13). Desse modo, a resposta vasodilatadora remanescente poderia
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ser atribuida @ EDH, uma vez que a acetilcolina é um vasodilatador endotélio-
dependente.

Observamos que ap0ds a inibicdo das vias de NO e prostanoides, a resposta
vasodilatadora foi diminuida significativamente nos grupos SHAM e ORX (dAAC
SHAM 456,5 + 13,27 u.a.; dAAC ORX 304,6 + 22,67 u.a.). Maior vasodilatagéo foi
observada no grupo TTO (dAAC TTO 332,8 = 25,71 u.a.), sendo assim, foi
necessario levar em consideracao a participacdo de outro(s) fator(es) vasodilatador(es)
endotelial(ais).

Para avaliarmos se esta resposta teve participacdo de estrogénio ou de
dihidrotestosterona, realizamos o mesmo protocolo nos grupos TTO+ANA e
TTO+FIN. De acordo com a Figura 13, a resposta vasodilatadora a acetilcolina apos a
inibicdo das vias do 6xido nitrico e dos prostanoides apresentou resultados diferentes
nesses grupos. Utilizando o anastrozol, a resposta vasodilatadora foi similar a
encontrada no grupo TTO, mostrando que com a reducdo dos niveis séricos de 17 B-
estradiol, os segmentos arteriais relaxam com a participacdo de outras vias endoteliais
(dAAC TTO+ANA 268,4 + 47,25 u.a.). Ja no animal tratado com finasterida, apds
inibicdo das vias formadoras de NO e prostanoides, menor foi a resposta
vasodilatadora encontrada (dAAC TTO+FIN 237,5 + 42,18 u.a). A Tabela 9
apresenta as repostas maximas obtidas ap6s a inibicdo simultanea nos grupos. Maior
resposta foi encontrada no grupo TTO+ANA.

Como a inibicho com L-NAME e INDO apresentou resultado similar a
inibicdo individual com L-NAME no grupo TTO+FIN, podemos sugerir que o
prejuizo na participacdo do oxido nitrico no relaxamento vascular no grupo TTO pode

ser atribuido a presenca de dihidrotestosterona.
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Figura 13. Curvas concentracao-resposta a acetilcolina em artérias mesentéricas de
SHR dos grupos SHAM, ORX, TTO, TTO+ANA e TTO+FIN na presenca (simultanea)
ou auséncia de L-NAME (100 uM) e Indometacina (10 uM). (A) SHAM, (B) ORX, (C)
TTO, (D) TTO+ANA, (D) TTO+FIN e (C) dAAC. Resultados expressos como média *
EPM. *p < 0,05 vs. ACh. dAAC na presenga de L-NAME e Indometacina, * p < 0,05 vs.
SHAM. A analise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias (two-
way ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. Para dAAC a estatistica foi realizada por meio
da andlise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. Nimero
de ratos indicado entre parénteses.

Tabela 9. Valores de Rmax obtidos das curvas concentracdo-resposta & acetilcolina em
artérias mesentéricas de SHR na presenca simultanea de L-NAME e Indometacina

Rmax (%)
SHAM TTO ORX TTO+ANA TTO+FIN
4,48 £5,48 18,71 £ 2,54 15,11 £8,5 40,04 £ 14,2 1220+ 7,5

Valores expressos como média + EPM. * p < 0,05 vs. SHAM. & p < 0,05 vs. TTO+FIN.
ANOVA uma via e pos-teste de Tukey

4.6.6. Participacao da via dos EETs

Seguimos nas investigacdes com a avaliacédo da participacdo da via dos EETS,
(Figura 14). N&o observamos participacdo desta via nos animais do grupo TTO
(dAAC 60,0 + 53,2 u.a.) e TTO+FIN, no entanto, nos demais grupos os EETs

apresentam uma participacao significativa no relaxamento induzido pela acetilcolina
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(SHAM dAAC 3118 + 56,66 u.a.; ORX dAAC 1885 + 74,19 u.a.). No grupo
TTO+ANA (TTO+ANA dAAC 282,8 + 52,15 u.a.; TTO+FIN dAAC 79,94 + 51,93
u.a.) ocorreu uma diminuicdo na resposta vasodilatadora, indicando que o estrogénio
participa negativamente na modulacdo dessa resposta. Os resultados de resposta
méxima sdo apresentados na Tabela 10, e mostram que houve diferenca entre os

grupos, menor resposta observada no grupo TTO+ANA.
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Figura 14. Curvas concentracao-resposta a acetilcolina em artérias mesentéricas de
SHR dos grupos SHAM, ORX e TTO na presenca ou auséncia de Clotrimazol (0,75
uM). (A) SHAM, (B) ORX, (C) TTO, (D) TTO+ANA, (D) TTO+FIN e (C) dAAC.
Resultados expressos como média £+ EPM. * p < 0,05 vs. ACh. dAAC na presenca de
Clotrimazol, * p < 0,05 vs. SHAM. A analise estatistica foi realizada por meio da analise de
variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo pdés-teste de Tukey. Para dAAC a
estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida
pelo pos-teste de Tukey. NUmero de ratos indicado entre parénteses.

Tabela 10. Valores de Rmax obtidos das curvas concentragdo-resposta & acetilcolina em
artérias mesentéricas de SHR na presenca de Clotrimazol.

Rmax (%)

SHAM TTO ORX TTO+ANA TTO+FIN

59,3 +13,3 89,75 £ 5,7 47,4 +13,1 16,34 + 17,4" 39,31+ 30,6

Valores expressos como média £ EPM. # p < 0,05 vs. TTO. ANOVA uma via e pés-teste de
Tukey.
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Investigamos a inibicdo simultanea da via dos EETSs, do 6xido nitrico e dos
prostanoides (Figura 15). Nesse caso, maior relaxamento foi encontrado no grupo
TTO (dAAC 377,0 + 46,88 u.a.), semelhante ao resultado encontrado apds inibicao
apenas com L-NAME e Indometacina. Possivelmente no animal do grupo TTO, os
EETs néo participam do relaxamento induzido pela acetilcolina. Contudo, no grupo
TTO+ANA a participacéo da via dos EETs no relaxamento a ACh foi significativa
(TTO+ANA dAAC 253,3 £ 61,79 u.a.). Dessa forma, com a diminui¢do na
concentragdo de 17 B-estradiol maior foi a acdo da via dos EETs na modulacdo da
resposta vasodilatadora. Nos demais grupos analisados, os EETS também
desempenharam um papel significativo como moduladores da resposta vasodilatadora
(SHAM dAAC 409,4 + 45,7 u.a.; ORX dAAC 266,5 £ 51,73 u.a.; TTO+FIN dAAC
153,6 *+ 44,31). Com relacdo a resposta maxima (Tabela 11), ndo houve diferenca

entre 0s grupos.
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Figura 15. Curvas concentracao-resposta a acetilcolina em artérias mesentéricas de
SHR dos grupos SHAM, ORX e TTO na presenca ou auséncia de Clotrimazol, L-NAME
e Indometacina. (A) SHAM, (B) ORX, (C) TTO, (D) TTO+ANA, (D) TTO+FIN e (C)
dAAC. Resultados expressos como média + EPM. *p < 0,05 vs. ACh. dAAC na presenca de
L-NAME, Indometacina e Clotrimazol, * p < 0,05 vs. SHAM; # p < 0,05 vs. TTO. A anélise
estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida
pelo pos-teste de Tukey. Para dAAC a estatistica foi realizada por meio da analise de
variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey pos-teste de. NUmero
de ratos indicado entre parénteses.

Tabela 11. Valores de Rmax obtidos das curvas concentragdo-resposta & acetilcolina em
artérias mesentéricas de SHR na presenca de L-NAME, Indometacina e Clotrimazol.

Rmax (%)

SHAM TTO ORX TTO+ANA TTO+FIN

28,28 +17,6 33,44 +17,3 23,63+9,8 8,89 + 20,8 21,39+ 16,3

Valores expressos como média £ EPM. ANOVA uma via e pés-teste de Tukey

4.6.7. Participacdo do peroxido de hidrogénio (H,0,)

Como nesse ponto ainda ndo haviamos identificado um possivel candidato a
mediador da EDH, responsavel em parte, pela resposta vasodilatadora no grupo TTO,
avaliamos a participagdo do peroxido de hidrogénio como vasodilatador. De acordo
com a Figura 16, o relaxamento ndo foi alterado nos grupos SHAM, ORX, TTO e

TTO+FIN, sugerindo que o peréxido de hidrogénio ndo participa na resposta
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vasodilatadora induzida pela acetilcolina nesses grupos (SHAM dAAC 152,9 + 77,84
u.a.; TTOdAAC 141,8 £ 68,04 u.a.; ORX dAAC 21,75 £ 79,2 u.a.; TTO+FIN dAAC
-33,3 £ 183,3 u.a). Contudo, no grupo TTO+ANA (TTO+ANA dAAC 361,9 + 14,51
u.a.) houve uma diminuig&o significativa da resposta vasodilatadora, indicando que o
estrogénio parece modular essa via endotelial. Menor resposta maxima foi observada

no grupo TTO+ANA (Tabela 12).
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Figura 16. Curvas concentracao-resposta a acetilcolina em artérias mesentéricas de
SHR dos grupos SHAM, ORX e TTO na presenca ou auséncia de Catalase (1000 U/mL).
(A) SHAM, (B) ORX, (C) TTO, (D) TTO+ANA, (D) TTO+FIN e (C) dAAC. dAAC na
presenca de Catalase. Resultados expressos como média + EPM. * p < 0,05 vs. Controle; # p
< 0,05 vs. TEA. A andlise estatistica foi realizada por meio da anélise de variancia de 2 vias
(two-way ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. Para dAAC a estatistica foi realizada por
meio da analise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey.
NUmero de ratos indicado entre parénteses.
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Tabela 12. Valores de Rmax obtidos das curvas concentragdo-resposta a acetilcolina em
artérias mesentéricas de SHR na presenca de Catalase.

Rmax (%)

SHAM TTO ORX TTO+ANA TTO+FIN

82,12 + 16,6 66,3 +£ 19,1 69,87 + 15,2 4,20+ 9,7* 62,42 + 20,1

Valores expressos como média + EPM. " p < 0,05 vs. SHAM. ANOVA uma via e pos-teste de
Tukey

4.6.8. Avaliacdo da participacdo dos canais para K*

Investigamos a participacdo dos canais para potdssio na resposta
vasodilatadora a acetilcolina apds bloqueio néo seletivo desses canais. Como pode ser
observado na Figura 17, ocorreu diminuicdo significativa do relaxamento induzido
por acetilcolina no grupo SHAM (dAAC 405,8 + 32,73 u.a.), no grupo ORX (dAAC
340,1 £ 20,27 u.a.) no grupo TTO (dAAC 357,1 £ 49,89 u.a.), no grupo TTO+ANA
(dAAC 188,6 + 84,62 u.a.) e menor participacdo dessa via no grupo TTO+FIN
(dAAC 119,6 + 87,48 u.a). Nao houve diferenca significativa entre as respostas

méaximas comparando entre os grupos (Tabela 13).
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Figura 17. Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina em artérias mesentéricas de
SHR dos grupos SHAM, TTO e ORX na presenga ou auséncia de TEA (5 mM). (A)
SHAM, (B) ORX, (C) TTO, (D) TTO+ANA, (D) TTO+FIN e (C) dAAC. dAAC na
presenca de TEA. Resultados expressos como média £ EPM. * p < 0,05 vs. Controle. A
andlise estatistica foi realizada por meio da anélise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA)
seguida pelo pés-teste de Tukey. Para dAAC a estatistica foi realizada por meio da analise de
variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. NUmero de ratos
indicado entre parénteses.

Tabela 13. Valores de Rmax obtidos das curvas concentragdo-resposta & acetilcolina em
artérias mesentéricas de SHR na presenca de TEA.

Rmax (%)
SHAM TTO ORX TTO+ANA TTO+FIN
18,05+ 12,7 29,82+ 16,3 7,76 £ 7,4 27,7+ 25,6 2,01+16,8

Valores expressos como média £ EPM. ANOVA uma via e pds-teste de Tukey

4.7. Efeito dos tratamentos sobre a presenca de espécies reativas de oxigénio

em artérias mesentéricas de resisténcia

A presenca de O, foi significativamente maior nos animais dos grupos
TTO+ANA (175,6 + 17,5 u.a.; n=4), ORX (141,0 + 13,5 u.a.; n=4), TTO+FIN (97,78
+ 11,53; n=4) e TTO (82,45 %= 9,8 u.a.; n=4) quando comparados ao grupo SHAM
(41,88 + 3,75 u.a.; n=4) (Figura 18).

Esses resultados sugerem gue, a auséncia de testosterona (grupo ORX) promove
maior disfuncdo endotelial, com aumento de EROs, do que o tratamento com dose
suprafisiologica. Porém, tratamento com dose suprafisioldgica associado a inibicdo da
conversdo ao estrogénio, viabilizaria maior formacdo de O,” no ambiente vascular

comparado aos demais grupos.
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Figura 18. (A) Analise representativa da microscopia de fluorescéncia emitida por
dihidroetidio (DHE) em artérias mesentéricas nos diferentes grupos e (B) e analise semi-
quantitativa de O,". Barra de escala = 50 pm. Os dados foram expressos como média +
EPM. ANOVA uma via e pos-teste de Tukey, *p < 0,05vs. SHAM; # vs. TTO; & vs. ORX; $
vs. TTO+ANA.

4.8. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Como foi observado dano funcional e disfuncdo endotelial pela redugéo da

biodisponibilidade de NO e pelo aumento de EROs, a superficie do endotélio vascular
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de artérias mesentéricas de terceira ordem foram observadas, por microscopia
eletrbnica de varredura, para analisar a ocorréncia de eventual dano tecidual. A
andlise qualitativa mostrou alterac6es significativas com os tratamentos (Figura 19).
No grupo SHAM, a superficie endotelial era regular e acompanhava a direcéo
longitudinal do vaso. O grupo TTO apresentou uma camada endotelial com danos
evidentes, areas de descamacao, presenca de fibrina e células sanguineas aderidas a
superficie do tecido. No grupo ORX, observamos uma superficie continua e lisa, com
areas difusas indicando espessamento e perda da arquitetura e disposicdo tipica das
células endoteliais. J& no grupo TTO+ANA observamos uma desordem na superficie
da camada endotelial, desarranjo celular com mudanca na forma e na disposicdo do
endotélio, atrofia celular, células destacadas do tecido subendotelial indicando um
remodelamento. Por fim, no grupo TTO+FIN observamos um tecido endotelial

semelhante ao encontrado no grupo TTO, porém com alteracdes em menor proporcao.
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Figura 19. Microscopia eletronica de varredura do endotélio de artérias mesentéricas de
terceira ordem dos grupos propostos. Cada imagem foi obtida com 2500x de magnificacéo.
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DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi demonstrar a capacidade da testosterona de
modular o ambiente vascular, alterando as vias de relaxamento endotelial para
possivel manutencdo da vasodilatagdo, mesmo em concentrac@es suprafisiologicas em
modelo experimental de hipertensdo. Em contraste, baixa concentracdo de
testosterona (ORX) resultou em menor resposta vasodilatadora. O E2 mostrou-se
essencial para o relaxamento vascular, pois apresentou a capacidade de modular a
acdo do Oxido nitrico e dos prostanoides, enquanto a dihidrotestosterona pode ser
considerada responsavel pela diminuicdo da acdo do 6xido nitrico.

Neste trabalho, confirmamos a eficAcia da orquiectomia e dos tratamentos
utilizando dosagem dos niveis séricos hormonais e pesagem dos Orgaos sexuais
acessorios (Martin et al., 2005; Blanco-Riviero, Balfagon & Ferrer, 2005), e
encontramos no grupo ORX: (1) reducdo acentuada dos niveis plasmaticos de
testosterona, 17 B-estradiol e dihidrotestosterona, (2) diminuicdo do peso da prostata e
da vesicula seminal, érgdos sexuais acessorios hormonio-dependentes e (3) aumento
de peso das glandulas adrenais e da hipofise, possivelmente por uma maior ativacao
do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal buscando estimular maior producdo de
testosterona via glandulas adrenais. Aproximadamente 5 % (200 ug) da sintese diaria
de testosterona é derivada das adrenais, e estudo em pacientes com cancer de prdstata
ja demonstrou que as adrenais podem produzir um adicional de 200 pg de testosterona
por formacdo periférica derivada de androstenediona (Stanford et al., 1977).

Ja nos animais tratados com dose suprafisioldgica de testosterona (grupo

TTO), ocorreu uma diminuicdo no peso dos testiculos, alteracdo esperada, visto que, a
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administracdo exdgena de andrdgenos pode provocar supressdo do eixo hipotalamo-
hipo6fise-gonadal por feedback negativo, levando a atrofia testicular, diminuicdo da
producdo enddgena de testosterona e espermatogénese reduzida (Kanayama &
Hearrison, 2018b; Coward et al., 2013).

Os niveis sorologicos de testosterona aumentaram no grupo TTO comparado
ao SHAM, atingindo niveis considerados suprafisiologicos (Reckelhoff, Zhang &
Granger, 1998; Rouver et al., 2015; Dalmasso et al., 2017). Ao quantificarmos a
concentracdo sérica dos metabdlitos da testosterona, ndo encontramos diferenca
significativa na concentracdo de E2 e de DHT no grupo TTO comparado ao SHAM.
No entanto, em tratamento com testosterona com dose suprafisiolégica descrito por
Dalmasso e colaboradores (2017), a concentragdo de estrogénio foi 3 vezes maior em
machos SHR. O tratamento com anastrozol reduziu a concentracdo de E2 no grupo
TTO+ANA de forma eficaz, resultando em uma concentragdo similar a do grupo
ORX. Outros estudos ja demonstraram a capacidade do anastrozol em reduzir a
concentracdo sérica de E2, em ratos (Manigrasso et al., 2011). E o tratamento com
finasterida, no grupo TTO+FIN também foi eficiente em reduzir a concentracao sérica
de DHT, com consequente redugdo da concentracdo de testosterona, em relacdo ao
grupo TTO. Resultado semelhante foi encontrado em ratos Wistar tratados com
finasterida, na mesma dosagem por 4 meses, resultando em reducdo sérica superior a
50% de DHT e testosterona, sem reducdo significativa dos niveis de estrogénio (Baig
etal., 2019).

Embora tenhamos analisado os niveis séricos hormonais para confirmacgéo da
eficacia do tratamento, o foco do estudo foi avaliar a capacidade da testosterona e
seus metabdlitos em modular a reatividade vascular em artérias de resisténcia de

animais hipertensos. Para isso, artérias mesentéricas de terceira ordem, que
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contribuem substancialmente para a resisténcia vascular periférica (Christensen &
Mulvany, 1993), foram investigadas.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com dose suprafisiolégica de
testosterona (grupo TTO) ndo promoveu prejuizo no relaxamento vascular induzido
pela acetilcolina como ocorreu no grupo ORX, que apresentou disfuncdo na resposta
vasodilatadora dependente do endotélio, sugerindo que, na vigéncia de hipertensao
arterial, baixos niveis de testosterona parecem ser mais prejudiciais do que altos
niveis. Similar aos nossos resultados, ratos castrados por 4 semanas apresentaram
diminuicdo na vasodilatacdo para acetilcolina em artérias mesentéricas (Toot et al.,
2012), em artérias pudendas internas (Alves-Lopes et al., 2017) e em corpo carnoso
(Kataoka et al., 2017). E em nosso grupo de pesquisa, a castracdo de ratos
normotensos também teve impacto negativo na vasodilatacdo a bradicinina em leito
coronariano (Rouver et al., 2015), no entanto, 0 mesmo ndo ocorreu em leito
coronariano de animais hipertensos (Arapa-Diaz et al., 2020).

Como j& existem evidéncias crescentes de que as acgdes biologicas
tradicionalmente atribuidas a testosterona podem de fato ser mediadas pelos seus
metabolitos, dihidrotestosterona, um metabdlito mais potente, ou 17 B-estradiol
(Simpson, Mahendroo & Means, 1994; Sherbet, 2007; Miller & Auchus, 2011,
Stocco, 2012; Schiffer et al., 2018), avaliamos o papel do E2 e da DHT na reatividade
vascular de animais tratados com dose suprafisioldgica de testosterona. A inibicdo da
conversao de testosterona em E2 ndo modificou a resposta para ACh nas artérias dos
animais TTO, sugerindo que o0 estrégeno nao contribui para a resposta vasodilatadora
dependente do endotélio nestes animais. Em estudo prévio do nosso grupo, resultados
similares foram descritos em ratos SHR tratados com testosterona e anastrozol, sem

prejuizo significativo na vasodilatacdo dependente do endotélio em leito vascular
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coronariano (Arapa-Diaz et al., 2020). Em aorta de camundongos knockout para
enzima aromatase, também ndo foi observado prejuizo na vasodilatacdo a acetilcolina
(Kimura et al., 2003). Por outro lado, os resultados encontrados no grupo TTO+FIN
indicaram que a DHT altera a homeostase vascular, pois com sua concentragdo
reduzida, a vasodilatacdo a ACh foi diminuida.

Sendo a testosterona relacionada a disfuncdo endotelial, que é caracterizada
pela reducdo da capacidade das células endoteliais de secretarem vasodilatadores com
aumento da producdo de vasoconstritores (Schiffrin, Deng & Larochelle, 1993;
Vanhoutte et al., 2009), nosso proximo passo foi investigar a participacdo do NO na
resposta vasodilatadora & ACh utilizando L-NAME (inibidor ndo-seletivo da NOS). O
resultado desse experimento indicou que apés inibicdo da formacdo de NO a
vasodilatacdo dependente do endotélio foi completamente abolida no grupo SHAM e
ORX, indicando nesses grupos que a vasodilatacdo era dependente de NO. Diferente
disso, no grupo TTO parte da resposta vasodilatadora foi preservada, sugerindo menor
dependéncia em relacdo ao NO e também que altas concentracGes sericas de
testosterona modulam o ambiente vascular e estimulam a acdo de outros fatores
vasodilatadores, possivelmente PGI, e EDH. Outros estudos indicaram que tratamento
com dose suprafisiolégica de testosterona promove diminui¢cdo da acdo do NO e
prejuizo vascular, em ratos normotensos e hipertensos (Toot et al., 2012; Guzzoni et
al., 2018).

Com o intuito de identificar a participacdo dos metabolitos da testosterona na
reducdo da participacdo do NO na vasodilatacdo a acetilcolina, utilizamos a mesma
inibicdo (L-NAME) nos grupos tratados com anastrozol e finasterida. O tratamento
com anastrozol néo alterou a vasodila¢do induzida por ACh quando comparada com

grupo TTO, sugerindo que o E2 ndo modula a liberacdo de NO. Em trabalho prévio
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publicado por nosso grupo, o relaxamento induzido por E2 ndo foi dependente de NO
em artérias corondrias de ratos normotensos (Santos et al., 2010; Santos et al., 2016).
Esse resultado difere de outros estudos que indicam a habilidade do E2 em modular a
sintese de NO (Rusko & Vanbreemen, 1995; Le Mellay et al., 1997; Geary, Krause &
Duckles, 2000), provavelmente pela alta concentragdo de E2 usada nesses estudos
comparados ao nosso trabalho. A concentracdo de E2 no presente trabalho dependeu
da aromatizacdo da testosterona em 17 B-estradiol e como ja é de conhecimento essa
conversdo é baixa, ocorrendo apenas em 0,2 % da testosterona total nos homens
saudaveis (Simpson, Mahendroo & Means, 1994; Stocco, 2012). Por outro lado, no
grupo TTO+FIN a vasodilatacdo foi abolida ap6s inibicdo com L-NAME, indicando a
importancia do DHT como modulador da via do NO.

Para avaliarmos a participacdo dos prostanoides vasodilatadores derivados da
COX, realizamos curva concentracdo-resposta a acetilcolina ap6s incubacdo com
indometacina, um inibidor ndo-seletivo da COX. Nossos resultados indicaram
diminuicdo da vasodilatacio a ACh apenas no grupo TTO, indicando que a
testosterona aumenta a acdo dos derivados COX. Suspeitamos que 0 aumento na
participacdo dos prostanoides no grupo TTO poderia ser derivado da via COX-2, por
que a COX-2 (isoforma induzivel) é mais expressa em condi¢des inflamatdrias,
responsavel pelo aumento da producdo de prostaciclina em situacGes de doencas
(Catella-Lawson et al., 1999; Morita, 2002). No entanto, apds a inibi¢do seletiva
dessa via, utilizando NS398, ndo houve alteracdo na vasodilatagdo a ACh no grupo
TTO em relacdo ao grupo SHAM. Assim, podemos indicar que o aumento da
participacdo dos prostanoides no grupo TTO foi dependente da via COX-1, porque
apos utilizacdo de indometacina que é mais sensivel a COX-1 (Kurumbail, 1996),

houve diminuicdo da vasodilatagdo. E como ja foi descrito que o E2 pode regular
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positivamente a expressdo de COX-1 promovendo maior sintese de prostaciclinas
(Orshal & Khalil, 2004; Santos et al., 2016), e que 0 aumento de prostanoides
observado no grupo TTO ndo ocorreu no grupo TTO+ANA, acreditamos que a
resposta observada no grupo TTO seja dependente da acdo do E2 sobre a COX-1.

Como a resposta vasodilatadora no grupo TTO néo foi totalmente abolida apds
a inibicdo das vias formadoras de 6xido nitrico e de prostanoides, utilizando L-NAME
ou indometacina separadamente, avaliamos a possivel participagdo da EDH com a
utilizagdo dos mesmos inibidores simultaneamente (Campbell & Harder, 2001) e
observamos maior participacdo da EDH no grupo TTO. Uma vez que, essa resposta
ndo foi alterada no grupo TTO+ANA e foi reduzida no grupo TTO+FIN, concluimos
que a vasodilatacdo mediada pela EDH foi dependente de DHT.

Além do NO e prostanoides, os &cidos epoxieicosatrienoicos (EETS),
derivados do é&cido araquidénico pela agdo da enzima citocromo P450 (CYP),
possuem capacidade vasodilatadora pela habilidade de aumentar a probabilidade de
abertura canais para potassio ativados por célcio (Kc,) provocando a hiperpolarizacdo
do masculo liso vascular (Huang et al., 2005). Dado ao seu local de sintese e suas
acOes sobre 0 MLV, os EETs s&o definidos como EDH (Campbell & Harder, 2001).
Dito isto, investigamos a participacdo dos EETs na resposta vasodilatadora a
acetilcolina, primeiro utilizando & inibigdo isolada com clotrimazol. No grupo SHAM
houve uma diminuicdo do relaxamento na presenca de clotrimazol, indicando a
participacdo dos EETs no relaxamento a ACh. Quando analisada a resposta no grupo
ORX, observa-se atenuacgédo desse relaxamento na presenca de clotrimazol, sugerindo
que os hormoénios modulam essa via. Porém, ao se analisar o grupo TTO, ndo se
observa nenhuma alteracdo do relaxamento a ACh na presenca de clotrimazol,

indicando que doses suprafisioldgicas de TTO ou a DHT néo parecem alterar essa via.
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Porém, o relaxamento é praticamente abolido ap6s inibicdo do E2, sugerindo que esse
hormonio, parece inibir essa via vasoativa. Contrariamente, nosso grupo em pesquisa
demonstrou que agéo vasodilatadora do E2 no leito coronariano de ratos foi mediada,
em parte, pela liberacdo de EETs (Santos et al., 2016). J& ap6s inibicdo simultanea
com L-NAME, indometacina e clotrimazol ndo houve diferenca significativa entre 0s
grupos.

Nosso proximo passo foi avaliar a participacdo do peroxido de hidrogénio
(H20,), formado a partir da dismutacdo do anion superéxido (O;") pela enzima
superdxido dismustase e um dos mediadores envolvidos na EDH (Matoba et al.,
2000; Campbell & Harder, 2001), na vasodilatacdo dependente do endotélio induzida
pela ACh utilizando a catalase. Notamos que a resposta vasodilatadora foi abolida
apenas no grupo TTO+ANA. Dessa forma, podemos sugerir que com a diminuigéo
sérica de E2 a via do H,O, foi mais ativa na resposta vasodilatadora, indicando a
capacidade do E2 em modular negativamente a acdo da testosterona sobre esta via,
similar como ocorreu na acdo dos EETs. A acdo do H,O, é mais evidente quando a
biodisponibilidade do NO parece estar afetada (Kang et al., 2011) e pode favorecer a
liberacdo endotelial de NO, indicando uma adaptacao celular aguda a um cenario de
estresse oxidativo (Cai et al., 2003). Por fim, ao avaliarmos a reatividade vascular
dependente de canais para potassio, observamos que em todos 0s grupos ha
participacdo efetiva dos canais para potassio de maneira similar.

Para verificar a possivel relagéo dos resultados de reatividade vascular obtidos
e a geracdo de EROs, como o anion superoxido (O,"), usamos a técnica de
fluorescéncia produzida pela oxidagao do dihidroetidio (DHE). O DHE é um derivado
do etidio que, ao entrar em contato com as EROs se oxida e posteriormente se liga ao

DNA das células, emitindo fluorescéncia vermelha (Fernandes et al., 2007). O
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aumento de EROs, como o O,", esta associado a reducdo da biodisponibilidade de
NO e diminuigdo da atividade de enzimas antioxidantes (Meydan et al., 2010). No
grupo TTO, houve aumento significativo na formacdo de EROs, quando comparado
com SHAM, o que podemos sugerir uma associacdo com a diminuig¢do da a¢do do
6xido nitrico. No grupo ORX, a diminui¢do na concentracdo sérica de testosterona
provocou maior disfuncdo endotelial, com aumento de EROs, quando comparado ao
tratamento com dose suprafisiologica. Resultados similares, com diminui¢do da
vasodilatacdo a acetilcolina, ja foram descritos em animais castrados (del Campo et
al., 2014; Kataoka et al., 2017). No entanto, nossos resultados mostraram que 0
tratamento com dose suprafisioldgica associado a inibicdo da conversdo a E2,
possibilitou maior formacéo de EROs em relacdo aos demais grupos.

O tratamento com testosterona em doses suprafisiolégica, comumente é
associado a utilizacdo de inibidores da aromatase, como o anastrozol (Rhoden &
Morgentaler, 2004; Basaria et al., 2010), para prevencdo de ginecomastia
(crescimento do tecido mamario em homens), um dos efeitos adversos (Wieacker et
al., 2010). Nesse tipo de tratamento, como realizado no grupo TTO+ANA, o ambiente
vascular pode ser ainda mais prejudicado quando comparado a utilizacdo isolada de
testosterona, visto o papel cardioprotetor do estrogénio.

Como observamos danos funcionais e disfuncdo endotelial devido a reducgéo
da biodisponibilidade do NO e aumento do EROs, possivelmente de O,", a superficie
do endotélio vascular das artérias mesentéricas de terceira ordem foi observada por
microscopia eletrénica de varredura para analisar a ocorréncia de possiveis danos
estruturais. Observamos nas imagens obtidas anormalidades na aparéncia do tecido
endotelial tanto na auséncia de testosterona (ORX) quanto nos animais tratados com

dose suprafisioldgica (TTO, TTO+ANA e TTO+FIN). A camada endotelial
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apresentou alteracbes fisicas com &reas de descamacdo e presenca de fibrina,
resultando em uma superficie endotelial irregular. Essa mudanca estrutural pode ser
responsavel pelo dano no relaxamento endotélio-dependente nos grupos, uma vez que
as células endoteliais contribuem para uma superficie ndo adesiva e ndo trombogénica
em situacOes saudaveis, mas em condi¢fes patologicas se torna pré-adesivo e pro-
coagulante. Dano as células endoteliais contribuem para a disfuncdo endotelial com
superficie pro-inflamatoria, aumento da liberacdo de substancias vasoativas como
trombina e endotelina, resultando em desregulacdo do ténus vascular e elevacdo da

pressdo arterial (Li et al., 2015).
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6. CONCLUSAO

Nosso trabalho indica que a testosterona modula o ambiente vascular para
manutencdo da resposta vasodilatadora, mesmo com niveis séricos suprafisioldgicos,
por meio de alteragdo na participacdo dos vasodilatadores endoteliais. Essa
modulacdo depende da participacdo de E2 e DHT. A testosterona, em situagdes com
diminuicdo dos niveis séricos de E2 e consequente, prejuizo na a¢do do NO e dos
prostanoides vasodilatadores, estimula a agdo dos EETs e do H,O, para manter a
resposta vasodilatadora. J& na diminuicdo sérica da DHT, a testosterona melhora acéo
do NO. A caracterizacdo desses mecanismos pode auxiliar na compreenséo do efeito
do tratamento com dose suprafisiolégica de horménios sexuais masculinos sobre o
sistema vascular e no desenvolvimento de melhores formas de terapia na deficiéncia
sérica de hormonios sexuais testiculares. Além disso, nossos dados indicam o impacto

do uso de inibidores das enzimas So-redutase e aromatase sobre o sistema vascular.
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APENDICE A - Registro tipico da reatividade vascular em artéria mesentérica de
terceira ordem de ratos do grupo SHAM; (A) primeira curva representativa do teste
do endotélio e segunda curva relaxamento a acetilcolina ap6s pré-contracdo com
fenilefrina; (B) maximizacdo da segunda curva.
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APENDICE B - Registro tipico da reatividade vascular em artéria mesentérica de
terceira ordem de ratos do grupo ORX; (A) primeira curva representativa do teste do
endotélio e segunda curva relaxamento a acetilcolina apds pré-contragdo com

fenilefrina; (B) maximizacdo da segunda curva.
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APENDICE C - Registro tipico da reatividade vascular em artéria mesentérica de
terceira ordem de ratos do grupo TTO; (A) primeira curva representativa do teste do
endotélio e segunda curva relaxamento a acetilcolina apds pré-contragdo com

fenilefrina; (B) maximizacdo da segunda curva.
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APENDICE D - Registro tipico da reatividade vascular em artéria mesentérica de
terceira ordem de ratos do grupo TTO+ANA; (A) primeira curva representativa do
teste do endotélio e segunda curva relaxamento a acetilcolina apds pré-contracdo com

fenilefrina; (B) maximizacdo da segunda curva.
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APENDICE E - Registro tipico da reatividade vascular em artéria mesentérica de
terceira ordem de ratos do grupo TTO+FIN; (A) primeira curva representativa do
teste do endotélio e segunda curva relaxamento a acetilcolina apds pré-contracdo com

fenilefrina; (B) maximizacdo da segunda curva.
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APENDICE F. Fotos representativas da cavidade abdominal dos animais, obtidas no

dia da pesagem dos 6rgaos.

SHAM

TTO TTO+ANA TTO+FIN




