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RESUMO

As doencas cardiovasculares lideram a causa de morte mundial e o fato dos
homens serem mais acometidos fizeram com que a testosterona fosse
pensada como uma substancia deletéria ao sistema cardiovascular. Contudo,
estudos mais recentes contestam essa hipétese e sugerem um papel benéfico
desse hormoénio sobre o sistema cardiovascular. Ndo obstante, os efeitos do
tratamento crbnico com testosterona sobre a funcéo vascular dependente do
endotélio, ainda nao foram totalmente esclarecidos. Diante disso, o presente
estudo foi desenvolvido para determinar os efeitos do tratamento crénico com
diferentes doses de testosterona sobre a reatividade vascular coronariana
induzida pela bradicinina. Foram utilizados ratos Wistar, machos, com 10
semanas de idade, que foram separados em grupos Sham e Castrados. Os
animais castrados foram imediatamente tratados com doses fisioldgica (Fisio,
0,5 mg/Kg/dia, sc) e suprafisioldgica (Supra, 2,5 mg/Kg/dia, sc) de testosterona
por 15 dias. A pressao arterial sistélica (PAS) foi avaliada por pletismografia de
cauda, ao final do tratamento. Apds eutanasia os coracdes foram removidos e
a reatividade vascular coronariana foi avaliada pela técnica de perfuséo
retrograda de Langendorff. Curva dose resposta de bradicinina (BK) foi
construida seguida por inibicées com 100 uM L-NAME, 2,8 uM indometacina
(INDO), L-NAME + INDO ou L-NAME + INDO + 0,75 uM clotrimazol (CLOT).
Os dados foram expressos como média + EPM e a comparagdo entre 0s
grupos foi realizada por ANOVA de 1 ou 2 vias seguidos do post-hoc de Tukey
(p < 0,05). Observamos significante vasodilatagdo coronariana dependente do
endotélio, induzida pela BK, que foi abolida no grupo castrado e restaurada no
grupo Fisio e Supra. ApoOs inibicdo conjugada dos fatores de relaxamento
dependente do endotélio (NO, PGI2 e EDHF), observamos que a vasodilatacéo
foi abolida em todos os grupos. A castracdo modulou o perfil lipidico e
hormonal, bem como reduziu o peso corporal e a reposicdo com testosterona
foi capaz de restaurar todos esses parametros. Observamos ainda aumento
significante dos niveis pressoricos no grupo Supra. Nossos dados nos levam a
concluir que concentracdes fisiologicas de testosterona podem exercer um

papel benéfico ao sistema cardiovascular por manter um ambiente favoravel a



acado de um vasodilatador dependente do endotélio, sem aumento de PAS, o

que faz desse esteroide uma possivel ferramenta em terapias hormonais.

Palavras-chave: Artérias coronarias, testosterona, reposicdo hormonal

endotélio, vasodilatacao.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in world and the fact
that men are more affected meant that the testosterone was thought of as a
harmful substance to the cardiovascular system. However, more recent studies
have challenged this hypothesis and suggest a beneficial role of this hormone
on the cardiovascular system. Nevertheless, the effects of chronic testosterone
treatment on vascular endothelium-dependent function, have not been fully
clarified. Thus, the present study was designed to determine the effects of
chronic treatment with different doses of testosterone on coronary vascular
reactivity induced by bradykinin. Males Wistar rats were used with 10 weeks of
age, who were separated in Sham and castrated groups. Castrated rats were
immediately treated with physiological (Physio, 0.5 mg / kg / day, sc) and
supraphysiological (Supra, 2.5 mg / kg / day, sc) doses of testosterone for 15
days. Systolic blood pressure (SBP) was measured by tail plethysmography at
the end of treatment. After euthanasia, the hearts were removed and coronary
vascular reactivity was assessed by retrograde perfusion technique
Langendorff. Dose response curve of bradykinin (BK) was then constructed by
inhibition with 100 mM L-NAME, 2.8 uM indomethacin (INDO), L-NAME + INDO
or L-NAME + INDO + 0.75 uM clotrimazole (CLOT). Data were expressed as
mean + SEM and the comparison between groups was performed by one or
two-way ANOVA followed by the post-hoc Tukey test (p <0.05). We observed
significant coronary endothelium-dependent vasodilation induced by BK, which
was abolished in castrated group and restored in Physio and Supra group. After
conjugated inhibition of endothelium-dependent relaxation factors (NO, PGl,
and EDHF), we found that vasodilation was abolished in all groups. Castration
modulated lipid and hormonal profile, as well as reduced body weight and
replacement with testosterone was able to restore all of these parameters. We
also observed a significant increase in blood pressure in Supra group. Our data
lead us to conclude that testosterone physiological concentrations may play a
beneficial role in cardiovascular system to maintain a favorable environment for
the action of an endothelium-dependent vasodilator, with no increase in SBP,

which makes this steroid a possible tool in hormone therapies.



Keywords: Coronary arteries, testosterone, hormone replacement,
endothelium, vasodilatation.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) compreendem a maior causa de morte em
mundial, e estimavas apontavam que a mortalidade por DCV permaneceria
liderando as causas de morte ao longo do século 21 (Murray & Lopez, 1997), e
estudos tém confirmado essas estimativas (Mosca et al., 2007). Dente as DCV,
a doenca arterial coronariana assume uma parcela importante destes casos
(Fuster et al., 1992).

Estudos recentes tém demonstrado que homens possuem maior risco de
desenvolverem DCV, quando comparados a mulheres em idade fértil (Chen et
al., 2012). Este fato sustenta a hipétese de uma discrepancia relacionada ao
sexo, e atribui ao estrogénio um papel protetor para o sistema cardiovascular
(SCV) (Farhat et a al., 1996; Mosca et al., 2007), o que evidenciado quando
essa protecdo cessa com a menopausa (Farhat et al., 1996). Entretanto,
Montalcini et al. (2007) tém sugerido que o desenvolvimento das DCV na p0s-
menopausa nao € devido somente a reducao do estrogénio, mas também a de

andrégenos.

Estudos apontam que homens possuem menor expectativa de vida e esse fato
pode estar relacionados a fatores ambientais, genéticos ou hormonais, ou
entdo a combinacdo desses fatores (Liu et al., 2003). Pelo fato dos homens
serem mais susceptiveis a eventos cardiovasculares, a testosterona tem sido
associada a efeitos deletérios (Adams et al., 1995; Melchert e Welder, 1995).
Além disso, estudos tém relacionado a diminuicdo da testosterona a melhora
no relaxamento dependente do endotélio (Herman et al., 1997), e altas doses
de testosterona ao prejuizo na reatividade vascular de artéria braquial de
mulheres (McCredie et al., 1998). E ainda, o tratamento com testosterona
também foi associado a maiores respostas pressoricas em coracdes isolados
de cobaias machos (Schror et al., 1994) e em artéria coronarias de porco de
ambos os sexos, utilizando diferentes agonistas vasoconstritores (Teoh et al.,
2000).
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Por outro lado, além de ndo haver evidéncias claras do efeito deletério da
testosterona sobre o SCV tanto em animais quanto em humanos, estudos tém
demonstrado que a testosterona pode exercer efeitos benéficos sobre o SCV
(Liu et al., 2003; Wu & Von Eckardstein, 2003; Traish, 2014). Diante disso,
nota-se que os estudos acerca das acdes da testosterona ndo sao conclusivos

e muitas vezes controversos, o que justifica a realizagdo de nosso estudo.

Morley et al. (2000) encontraram que 25 %, dentre uma populacdo de 316
homens, apresentavam niveis de testosterona abaixo do normal, o que poderia
contribuir para consequéncias clinicas, tais como: diminuicdo da libido e
vitalidade, osteoporose, além do aumento da mortalidade, dentre outras
complicagbes (Shores et al., 2006; Zitzmann et al., 2006; Grober, 2014). Com
efeito, ttm sido mostrado que a terapia de reposi¢cdo com testosterona tem se
mostrado eficaz no tratamento do controle glicémico, niveis lipidico, além de

aumentar a libido e funcéo sexual de homens (Jones et al., 2011).

Recentemente tem surgido o interesse do uso de testosterona como parte da
terapia hormonal em mulheres pds-menopausa (Sievers et al., 2010). Essa
associacado tem promovido melhora da capacidade funcional e sensibilidade a
insulina, bem como aumento da forca fisica de mulheres idosas (lellamo et al.,
2010). Também foi demonstrado que o uso de testosterona pode melhorar a
funcdo sexual e bem estar de mulheres submetidas a histerectomia ou que

passaram pela menopausa naturalmente (Shifren et al., 2006).

Além da utilizacdo da testosterona em situacdes clinicas, os andrégenos tém
sido amplamente utilizados para o aumento da forca e tamanho muscular
(Evans, 2004) tanto por atletas competitivos, visando melhorar a performance
esportiva, quanto por amadores que buscam interesses estéticos (Evans, 1997;
Parkinson & Evans, 2006). Todavia, efeitos adversos como: prejuizo do
enchimento diastdlico, hipertrofia de ventriculo esquerdo, arritmias,
hipertenséo, eritrocitose, alteracdo no perfil de lipoproteinas e trombose, tém
sido relatados em consequéncia do uso abusivo de esteroides anabdlicos
(Kutscher et al,. 2002; Parssinen & Seppalé, 2002).
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Os andrégenos, dentre eles a testosterona, principal andrégeno circulante
secretado pelos testiculos (Askew et al., 2007), e seu metabdlito ativo a 5 a-
dihidrotestosterona, sdo primordiais para o desenvolvimento das caracteristicas
masculinas durante a fase de desenvolvimento embrionario e para maturacao
sexual na puberdade. Na fase adulta, a testosterona €& essencial para
manutencdo das fungbes reprodutoras masculinas e comportamento, além de
atuar de diversos outros tecidos (Heemers et al., 2006). As acdes classicas da
testosterona se dao pela interacdo do horménio com seu receptor especifico, o
receptor de andrégeno (AR), que € um membro da superfamilia de receptores
nucleares ativados por ligantes, que uma vez estimulado atua como fator de

transcricao (Mangelsdorf & Evans, 1995).

Foram identificadas duas isoformas dos ARs codificados pelo mesmo gene: o
receptor de andrégeno-A (AR-A) de 87 kDa e o receptor de andrégeno-B (AR-
B) de 110 kDa. Essa diferenca no peso molecular € devido a falta dos primeiros
187 aminoacidos no AR-A dos 919 existentes no AR-B e (Wilson & McPhaul,
1994; Li & Al-Azzawi, 2009). Ambos ARs s&o amplamente expressos em uma
grande variedade de tecidos (Wilson & McPhaul, 1996). Sabe-se que esses
receptores podem se apresentar em ceélulas de tecidos que vao desde os
orgaos reprodutivos, o que inclui as genitalias femininas e masculinas,
testiculos, vesicula seminal, prostata, dentre outros e sdo também encontrados
em tecidos ndo relacionados aos oOrgdos reprodutivos, a saber: pele,
cartilagem, glandulas sebaceas, musculo cardiaco, células do musculo liso
vascular e células endoteliais, dentre outras (Negro-Vilar, 1999; Liu et al.,
2003).

Na via de acdo hormonal classica da testosterona, também chamada de
gendmica (Bennett et al., 2010) a ligagdo do hormdnio com seu receptor
especifico promove uma alteracdo conformacional permitindo a translocacéo
desse complexo (hormdénio-receptor) até o ndcleo, pelo poro nuclear, seguido
do aumento da fosforilagdo e formacdo de homodimero (Claessens et al.,
2001) ou heterodimero (Lee et al., 1999). Em seguida, ocorre uma interagdo

desse complexo aos elementos responsivos a andrégenos localizados em
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regido reguladora dos genes alvo no DNA dando inicio assim a transcricao

génica (Claessens et al., 2001).

Além desse papel gendmico, ja bem descrito da testosterona, evidéncias tem
atribuido a testosterona um via de sinalizacdo ndo-genbmica, caracterizada
pela velocidade da resposta, que pode ocorrer em segundos e minutos,
indicando uma auséncia na acao do hormoénio-receptor sobre os elementos
responsivos a andrdgenos e assim auséncia das fases de transcricdo e

traducao génicas (Bennett et al., 2010).

As acbes nao-gendmicas da testosterona podem envolver a interacdo do
horménio com seu receptor classico (AR) (Deenadayalu et al., 2012;
Puttabyatappa et al., 2013) ou até mesmo ocorrer de maneira independente
desses receptores (Jones et al., 2004; Alvarez et al., 2010). Sabe-se que essas
acOes podem ter inicio na membrana plasmatica ou no citoplasma, geralmente
elevando a concentracdo do célcio intracelular, ativacdo de proteinas quinases,
dentre as quais destacam-se: Proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK),
quinase regulada por sinais extracelulares (ERK), proteina quinase A (PKA),
fosfatidilinositol-3-quinase/proteina quinase B (PI3K/Akt), proteina quinase C
(PKC) e proteina quinase G (PKG) (Baron et al., 2004; Foradori e tal., 2008; Li
& Al-Azzawi, 2009; Deenadayalu et al., 2012).

No plasma, apenas 0,5 — 4 % da testosterona estéo na sua forma livre (Mendel,
1989). A maior parte da testosterona, cerca de 60 %, circula pelos vasos
sanguineos ligada a uma proteina que exerce alta afinidade pelo esteroide, a
SHBG (sex hormone binding globulin) e o restante ligado a albumina (Siiteri et
al., 1982; Mendel, 1989). O receptor da SHBG ja foi descrito em diversos
tecidos (Hryb et al., 1985; Krupenko et al., 1994; Fortunati, 1999) e atualmente
acredita-se que ele possa pertencer a familia dos receptores acoplados a
proteina G ou ativamente ligado a uma (Nakhla et al., 1999; Rosner et al.,
1999). Heinlein & Chang (2002) demonstraram que a testosterona poderia
exercer suas acdes por meio da ativacdo do receptor para SHBG que por sua
vez aumentaria as concentragdes de AMPc para posteriormente ativar a PKA,

dando inicio a uma resposta celular. Entretanto, esses autores ainda nao
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descartam a possibilidade de haver um novo subtipo de AR ligado a membrana
plasmatica (Heinlein & Chang, 2002) fato esse que € sustentado por diversos
estudos (Konoplya & Popoff, 1992; Benten et al., 1999; Benten et al., 1999).

Alguns estudos tém mostrado que a testosterona pode exercer acodes
vasculares rapidas (“extra-nucleares”). Estudos de Puttabyatappa et al. (2013)
verificaram que a testosterona causava relaxamento vascular em leito,
enquanto Toot et al. (2011) verificaram o relaxamento em segmento mesentério
de ratos. Também foi observado relaxamento em anéis de aorta de ratos (Bucci
et al., 2009), porcos (Deenadayalu et al., 2012) e em artéria basilar de caes

(Ramirez-Rosas et al., 2011).

Os efeitos vasoativos da testosterona podem ocorrer por diferentes
mecanismos, dentre eles de maneira dependente (Tep-Areenan et al., 2002) ou
independente (Deenadayalu et al.,, 2012) do endotélio. Vale ressaltar que as
acOes via endotélio estdo geralmente relacionadas a administracdo de
testosterona em concentracfes fisioldgicas, enquanto que concentracdes
suprafisiolégicas conduziriam as a¢fes independente do endotélio (Perusquia
& Stallone, 2012; Santos, et al., 2014).

O endotélio € uma monocamada de células epiteliais que até poucas décadas
atrés acreditavam ser somente uma barreira semipermeavel que revestia a
parte interna dos vasos sanguineos e linfaticos (Flammer & Luscher, 2010).
Estudos realizados na década de 80 descreveram que o endotélio desempenha
um papel funcional sobre a reatividade vascular (Furchgott & Zawadzki, 1980).
Esse papel se justifica pelo fato das células endoteliais terem a capacidade de
responderem a diversos estimulos fisiolégicos como, por exemplo, o simples
atrito da passagem de sangue pelo vaso (Shear stress) ou podem responder a
um elevado numero de substancias circulantes no sangue, dentre elas a
acetilcolina e bradicinina (BK) (Furchgott & Zawadzki, 1980; Meyrelles et al.,
2011). A importancia dessas células no controle do tonus vascular se da pela
producdo e liberacdo de fatores de relaxamento derivado do endotélio
(EDRFs). A principio o termo EDRF era atribuido principalmente ao NO até que
posteriormente foram reconhecidos varios tipos de EDRFs, que dentre eles
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incluiam prostaciclina (PGI,) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) (Luscher & Barton, 1997; Félétou & Vanhoutte, 2006; Michel &
Vanhoutte, 2010; Ozkor & Quyyumi, 2011).

A confirmacdo do NO como EDRF s6 ocorreu em 1987 (Palmer et al., 1987) e,
mais tarde, em 1998, essa descoberta gerou o prémio Nobel a trés grandes
pesquisadores: Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro, e Ferid Murad. O NO é
um gas soluvel de meia-vida curta (cerca de 5 segundos) que é formado da
clivagem da L-arginina e oxigénio molecular, pela NO sintase (NOS),
produzindo assim NO e L-citrulina, que € um metabdlito inativo. No endotélio, a
isoforma endotelial da NOS (eNOS) tem sua atividade marcadamente
aumentada com aumento da concentracdo do calcio intracelular. O célcio se
liga a calmodulina formando um complexo célcio/calmodulina que aumenta a
transferéncia de elétrons do dominio oxidase para o dominio redutase da NOS.
Para tanto essa reacdo necessita de cofatores tais como tetrahidrobiopterina
(BH4) responsavel em doar elétrons e o complexo nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato NADPH, que se encarrega do transporte desses elétrons
para formacdo do NO (Forstermann, 2010; Meyrelles et al., 2011; Ohashi et al.,
2012).

Uma vez formado, o NO se difunde livremente pelas camadas celulares até
alcancar o interior das células do musculo liso vascular adjacente. Ja no
citoplasma o NO ativa a guanilato ciclase soluvel (GCs) que catalisa a
conversdo da trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc). O GMPc, por sua vez ativa a PKG. Por consequéncia, a PKG
executa funcbes celulares. Uma dessas funcdes é a ativacdo da enzima
fosfatase de cadeia leve da miosina, no musculo liso vascular. Essa enzima
desfosforila a miosina no muasculo liso tendo como resultado final o

relaxamento vascular (Dudzinski et al., 2006).

O aumento das concentracfes de GMPc e ativacado da PKG também diminuem
o influxo de ions calcio, bem como sua liberacdo dos estoque intracelulares,
além de abrir canais para potassio, promovendo hiperpolarizacdo e

relaxamento da musculatura lisa vascular (Arnold et al., 1977; Pacher et al.,
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2011). O NO ainda pode estimular a atividade da bomba Na'/K*-ATPase
(Gupta et al., 1994), o que pode contribuir para hiperpolarizacdo das células do
musculo liso vascular, e ainda inibir a proliferacdo do musculo liso vascular,
agregacdo plaquetaria, adesdo de plaquetas e mondcitos nas células
endoteliais, oxidacdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL), expressédo e

adesao molecular e producgéo de endotelina (Fleming & Busse, 2003).

Um outro EDRF € o metabdlito da ciclooxigenase (COX), a prostaglandina I,
também conhecida como prostaciclina (PGl,). A PGI, é formada a partir do
acido araquidbnico, que é um metabdlito da acdo da fosfolipase A2 (PLA))
sobre os fosfolipidios de membrana. (Chang el al.,, 1987). A PGI, por ser
derivado de lipidios, ap6s a producédo nas células endoteliais, tem a capacidade
de se difundir através da membrana plasmatica das células endoteliais e atuar
com um vasodilatador no musculo liso vascular. Receptores de PGl (IP)
localizados na membrana das células do musculo liso vascular, quando
estimulados induzem a ativacdo da adenilato ciclase (AC), que aumenta a
concentracdo do AMPc. Uma vez o AMPc formado ele ativa a PKA que dentre

multiplas funcdes, pode promover relaxamento vascular (Kukovetz et al., 1979).

O terceiro EDRF é o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). A
proposta da existéncia dos EDHFs se deu mediante observacfes de que
mesmo sofrendo influéncia de inibidores da NOS e da COX o endotélio ainda
era capaz de liberar substancias que hiperpolarizavam as células do muasculo
liso vascular. (Chen et al., 1988; Vanhoutte, 1987; 2004) causando
relaxamento. A hiperpolarizagdo das células lisa vascular mediada pelo
endotélio ja havia sido demonstrada pelo NO e PGl,, entretanto esses dois
mediadores ndo eram capaz de explicar totalmente o relaxamento dependente
do endotélio que era observado (De Mey et al., 1982). Os mecanismos
atribuidos tanto as a¢g6es do NO quanto da PGI, envolvem a ativacéo de canais
para potassio existente na membrana das células do musculo liso vascular,
sendo eles: sensiveis a ATP (Katp), de larga condutancia ativados por calcio
(BKca), retificadores de influxo (Kr) e os ativados por voltagem (Ky) (Félétou &
Vanhoutte, 2006). Por outro lado, a resposta mediada pelo EDHF envolvem a

ativacdo de canais para potassio ativados por calcio de condutancia
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intermediaria (IKc;) e/ou canais para potassio ativados por calcio de baixa

condutancia (SKca) (Zygmunt et al., 1997; Chataigneau et al., 1998).

Acredita-se que a participacdo dos EDHFs sejam mais significantes em artérias
de resisténcia, quando comparados com artérias de condutancia (Tomioka et
al., 1999). Além disso, estudos também destacam que em casos de patologias
onde h& diminuicdo da biodisponibilidade do NO como, por exemplo,
hipertenséo, diabetes, aterosclerose, dentre outras, o EDHF passa a ser um
mediador endotelial fundamental em compensar a falta de NO na manutencéao
do relaxamento e tbnus vascular (Félétou & Vanhoutte, 2004; Shimokawa,
2010; Ozkor & Quyyumi, 2011). Ainda ndo se conhece a real identidade
quimica do EDHF. Entretanto, alguns candidatos foram propostos e dentre eles
encontram-se: peroxido de hidrogénio (H.O,) (Bény & Von Der Weid 1991;
Matoba et al., 2000), anandamida (Randall & Kendall, 1997; Randall & Kendall
1998), ions potéassio (Edwards et al., 1998), acidos epoxieicosatrienoicos (EETs
- metabolitos da acéo da citocromo P450 (CYP), sobre o acido araquidbnico)
(Baron et al., 1997; Popp et al., 2002), peptideo natriurético tipo C (Chauhan et
al., 2004) e juncbes comunicantes (Taylor et al., 1998; Griffith, 2004).

Embora as acbes diretas da testosterona sobre os vasos tenham sido bem
exploradas, os efeitos do tratamento crénico sobre a fungdo vascular
dependente do endotélio na circulacédo coronariana ainda ndo foram totalmente
esclarecidos. Claudio et al. (2013) encontraram que a castracdo induziu uma
disfuncdo endotelial em corondrias de ratas. Contudo, ndo ha relatos, em
machos, de que a privacao da testosterona, dada pela castracéo, possa levar a
disfungcéo endotelial. Diante disso, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar os
efeitos da castracdo e do tratamento crbnico com testosterona sobre a

reatividade vascular coronariana dependente do endotélio em ratos Wistar.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento crénico com testosterona sobre a reatividade

vascular coronariana dependente do endotélio em ratos Wistar.

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos da castracdo sobre a pressao arterial sistolica (PAS) e
pressao de perfuséo coronariana (PPC) em ratos normotensos;

e Verificar os efeitos do tratamento com doses fisioldgicas e
suprafisiolégicas de testosterona sobre a PAS e PPC de ratos

normotensos castrados;

e Avaliar a agdo vasodilatadora induzida ela BK em ratos normotensos
castrados e tratados com doses fisiologicas e suprafisiolégicas de

testosterona, mediante a:

Inibicdo da sintese do 6xido nitrico (NO);

Inibicdo da sintese de prostaciclina (PGly);

Inibicdo combinada da sintese de NO e PGly;

Inibicdo combinada da sintese de NO, PGIl, e do fator

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF).

e Determinar o perfil hormonal e lipidico de ratos normotensos castrados e
animais castrados submetidos ao tratamento com doses fisiologicas e

suprafisiolégicas de testosterona.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus), com 10 semanas de idade, fornecidos pelo biotério central do Centro
de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES). Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFES sob parecer nimero 049/2012.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, cinco animais por gaiola, que
permitiam o livre acesso a agua e racdo (Purina Labina), em ambiente sob
condicBes de temperatura (22-24 °C) e umidade (40-60 %) controladas. O ciclo
de luz foi ajustado para periodos de 12/12 horas alternando entre claro e

escuro.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram aleatoriamente separados em quatro diferentes grupos

experimentais, a saber:

e Controle (SHAM);
e Castrado (CAST);
e Castrado + Tratados com dose fisiologica de testosterona (FISIO);

e Castrado + Tratados com dose suprafisiologica de testosterona
(SUPRA).
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3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Esse estudo contou com os seguintes procedimentos experimentais:

e Castracao;

e Tratamento com diferentes doses de testosterona por 15 dias;
e Afericdo da PAS por pletismografia de calda;

¢ Coleta de sangue para avaliacdo do perfil hormonal e lipidico;

¢ |solamento do coragéo para avaliagéo funcional do leito coronariano.

3.3.1 Castracao

Para realizagcdo da castragdo, apds anestesia com hidrato de cloral (40 mg/Kg,
i.p), o animal foi posicionado em decubito dorsal e imobilizado com fita adesiva
sobre a prancha cirargica. Antes da incisdo, foi realizada desinfeccdo com
alcool iodado em toda regido da bolsa testicular. A cirurgia foi realizada por
meio de uma incisdo na regidao da linha mediana da bolsa testicular, em
seguida, os testiculos foram expostos por compressdo. Com testiculo exposto,
seguiu-se com abertura da tunica vaginalis e ligadura dos testiculos, com linhas
absorviveis, feita em torno do corddo espermatico. Ao término, os testiculos
foram removidos e a bolsa testicular suturada. O grupo controle foi submetido a
cirurgia ficticia (SHAM), seguindo 0os mesmos procedimentos e em tempo
equivalente, exceto a retirada dos testiculos. Ao final, os animais receberam
uma dose de antibidtico (Enrofloxacina - 2,5 % - 0,1 mL — i.m) com intuito de

evitar possiveis infecgdes.

3.3.2 Tratamento com Testosterona (Tes)

Neste estudo utilizou-se de tratamento com diferentes doses de testosterona.

Para tanto, o tratamento com reposicdo de testosterona (Testosterona
Bioidéntica — IMAFAR) foi realizado durante periodo de 15 dias via injecdes
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subcutdnea nas seguintes concentracfes: 0,5 mg/kg/dia, mimetizando
concentracéo fisioldgica, como previamente realizado (Moyseés et al., 2001) ou
2,5 mg/kg/dia, como dose suprafisiolégica. Os grupos que nado receberam o
tratamento com testosterona tiveram o mesmo volume administrado contendo
somente veiculo utilizado para diluir o esteroide (6leo de girassol) (Moysés et
al.,, 2001). Os animais que foram tratados com testosterona receberam a
primeira dose no mesmo dia da castracao para evitar a baixa hormonal pos-

cirurgia.

3.3.3 Avaliacéo nao Invasiva da Presséo arterial (Pletismografia de cauda)

Antes da obtencdo dos dados de pressao arterial, fez-se necessario um
periodo de adaptacdo dos animais ao equipamento a ser utilizado (IITC
INC/Life Science, 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, Ca 91367-1253 USA) por
cerca de 10 minutos durante os trés dias que precederam a coleta dos dados,

com intuito de minimizar a influéncia do estresse sobre a presséo arterial.

Para aquisicdo dos dados, os animais foram acomodados em camara
aquecida, dentro de um contentor com um cuff de pulso pneumético acoplado
na regido proximal da cauda. Um esfigmomanémetro foi insuflado e
desinsuflado automaticamente e o valor de PAS foi obtido por meio de sinais
do transdutor acoplado a um computador, como descrito na literatura (Baldo et
al., 2011).

A temperatura foi controlada entre 29 e 32 ° C durante 40 minutos, tempo em
gue o animal permaneceu no equipamento. Foi obtida a média de trés registros
com diferenca maxima de 10 mmHg, sendo descartados 0s registros
associados as influéncias causadas por movimentos dos animais. Os registros

foram coletados um dia antes da ultima dose do tratamento.
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3.3.4 Estudos em Coracéao Isolado (Método Langendorff)

Neste experimento, foi investigada a reatividade vascular do leito coronariano
em resposta a doses de BK. Para tanto, apos o final do tratamento, os animais
foram anestesiados com hidrato de cloral (40 mg/Kg, i.p) e eutanasiados por
decapitacdo para coleta de sangue. Imediatamente apds coleta sanguinea,
esses animais tiveram a cavidade toracica aberta, o coragdo exposto e
dissecado de suas conexdes e rapidamente transferido para o aparelho de
perfusdo isolada por meio da canulacdo da aorta, no nivel de sua curvatura.
Em seguida, a perfusdo retrograda foi realizada pelo método de Langerdorff
modificado (Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten, Alemanha) sendo que,
para a perfusao foi utilizada uma solucéo nutridora composta de NaCl, 120 mM;
CaCl2 2H,0, 1,25 mM; KClI, 5,4 mM; MgSO, .7H,0, 2,5 mM; NaH,PO, .H,0,
2,0 mM; NaHCOg3;, 27,0 mM; NaySO4, 1,2 mM; EDTA, 0,03 mM e glicose 11,0
mM, mantida a 37 °C por meio de um banho-maria, e continuamente
pressurizada por mistura carbogénica (95 % O, e 5 % CO;) na camara de
saturacdo, mantendo um pH estavel em 7,4. O fluxo coronariano foi mantido

constante em 10 mL/min por uma bomba de rolete (Hugo Sachs, Germany).

A PPC basal foi avaliada por meio de um transdutor de pressao (AD Instrument
MLTO380/A Reusable BP Transducer), conectado imediatamente proximo da
canula de perfusdo adrtica, através da qual foi perfundido o leito coronariano,
ligado a um sistema digital de aquisicdo de dados (PowerLab Sistem). Para
leitura dos resgistros obtidos pelo sistema de aquisicdo de dados foi utilizado
software LabChart 7.3.1 (Copyright © 1994-2011 ADInstruments). Como o fluxo
foi mantido constante em 10 mL/min, por meio da bomba de rolete, as
alteracdes da PPC puderam ser diretamente relacionadas as mudancas na

resisténcia vascular.

A pressao isovolumétrica do ventriculo esquerdo foi mantida por meio de um
baldo de latex que, ainda vazio, era inserido no interior do ventriculo esquerdo
(VE) por meio de uma canula de aco conectada a um transdutor de pressao
(AD Instrument MLT0380/A Reusable BP Transducer). Uma vez dentro do VE,
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o baldo era pressurizado, com agua, com auxilio de uma seringa de vidro de

forma a manter uma presséo diastolica intraventricular de 10 mmHg.

Apos 40 minutos de estabilizacdo da preparacdo de coracgéo isolado, a PPC
basal foi determinada e dava-se inicio ao estudo da reatividade coronariana por
meio da construgdo de uma curva dose-resposta de BK (Sigma, St. Louis, MO)
administrada in bolus (0,1 mL) em concentracdes crescentes de (0,1 - 1000 ng)
antes e apos a perfusdo com inibicdo individual ou combinada dos EDRFs,

conforme protocolo experimental.

Os coragbes que passaram pela avaliagcdo funcional tiveram as camaras
cardiacas cuidadosamente separadas e pesadas em balanca de precisdo
(SHIMADZU AUY 220) ap6s 24 horas de secagem em estufa a 100 ° C para

obtencéo do peso seco.

3.3.4.1 Protocolo Experimental:

Protocolo 1

Com obijetivo de avaliar a participacdo do NO na resposta vasodilatadora
da BK nos vasos coronarianos, um inibidor inespecifico da NOS, Nw-nitro-L-
Arginina Metil Ester (L-NAME, 100 pM), foi adicionado a solugéo de perfusio
durante pelo menos 20 minutos e a curva dose-respota a BK foi realizada
(Santos et al., 2004; Santos et al., 2010).

Protocolo 2

Com objetivo de avaliar a participagdo da PGl,, na resposta
vasodilatadora da BK nos vasos coronarianos, um inibidor inespecifico da
enzima COX, indometacina (INDO; 2,8 uM), foi adicionado a solucdo de
perfusdo durante pelo menos 20 minutos e a curva dose-resposta a BK foi
realizada (Santos et al., 2004; Santos et al., 2010).
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Protocolo 3

Com objetivo de avaliar a reposta vasodilatadora independente de
NO/PGI2 induzida pela BK nos vasos coronarianos, foi realizada inibicao
combinada das enzimas NOS e COX com L-NAME (100 pM) e INDO (2,8 puM)
respectivamente. Ambos inibidores foram adicionados, simultaneamente, a
solucédo de perfusédo pelo menos 20 minutos antes da curva dose-resposta a
BK ser construida (Santos et al., 2004; Santos et al., 2010).

Protocolo 4

Com objetivo de avaliar a reposta vasodilatadora independente de
NO/PGI2/EDHF induzida pela BK nos vasos coronarianos, foi realizada inibi¢cao
combinada das enzimas NOS, COX e CYP com L-NAME (100 pM),
Indometacina (2,8 uM) e clotrimazol (CLOT; 0,75 uM) respectivamente. Todos
inibidores foram adicionados, simultaneamente, a solucdo de perfusdao pelo
menos 20 minutos antes da curva dose-resposta a BK ser construida (Santos
et al., 2004; Santos et al., 2010).

3.3.6 Dosagens Sorolégicas

3.3.6.1- Perfil Hormonal

Para realizacdo das dosagens soroldgicas foram coletados 5 mL de amostras
de sangue pelo método de decapitacdo no ultimo dia de tratamento. Em
seguida, o sangue foi centrifugado (Excelsa® IV Modelo 280r) a 3500 rpm
durante 15 minutos a 4 °C, o soro foi retirado e estocado a -20 °C. As
concentracdes de estrogénio, progesterona e testosterona foram determinadas
por imunoensaio de eletroquimioluminescéncia utilizando kit enzimatico

Cobas® e quantificado em analisador Roche Elecsys® 2010.
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3.3.6.2.- Perfil Lipidico

Apos isolamento do soro, como mencionado acima, as concentracdes de
colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e lipoproteina de alta densidade (HDL)
foram determinados pelo método enzimatico de Kits Colestat Enzimatico AA,
TG Color GPO/PAP AA e HDL Colesterol Monofase AA Plus respectivamente
em espectrofotbmetro Konelab, modelo 600i. As concentragbes de LDL e
lipoproteina de muito baixa densidade VLDL foram determinadas utilizando a
equacao de Friedewald (Friedewald et al., 1972): Colesterol VLDL =
Triglicerideos/5 e Colesterol LDL = Colesterol total - (HDL + VLDL).

3.4 ANALISES DOS DADOS

A analise dos dados foi realizada com auxilio do programa estatistico Graph-
Pad Prism 6. Os dados foram expressos como média + erro padrao da média
(EPM). A comparacgdo entre os grupos foi realizada por meio da analise de
variancia de uma via (one-way ANOVA). Para a andlise da resposta
vasodilatadora a bradicinina foi utilizada a analise de variancia de duas vias
(two-way ANOVA). Nos dois casos, foi utilizado o teste post-hoc de Tukey, e o

nivel de significancia foi estabelecido para valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 PESO CORPORAL E DAS CAMARAS CARDIACAS

Conforme pode ser observado na Tabela 1, a castracdo foi capaz de reduzir
significativamente o peso corporal quando comparado com ratos SHAM (358 +
4 para 325 + 7 g). Contudo, o tratamento com testosterona preveniu a perda de
peso apods castracdo, tanto dos animais que receberam dose fisioldgica (338 +
7 g) quanto dos que receberam dose suprafisiologica (347 £ 6 @) de

testosterona.

Em relacdo ao peso das camaras cardiacas, a castracdo nao alterou o peso do
ventriculo direito (VD; 1,03 + 0,03 para 1,06 = 0,02 mg/g) e VE (3,99 = 0,05
para 3,97 £ 0,05 mg/g) quando comparados com grupo SHAM. Além disso, o
peso das camaras cardiacas ndo foi modificado pela reposicdo com as

diferentes doses de testosterona (Tabela 1).

Parametros N SHAM N CAST N FISIO N SUPRA
Peso (30) 358+4 (33) 325+7* (31) 338+7 (32) 347+6
Corporal (g)
Peso seco

16) 1,03+0,03 20) 1,06 +0,02 24) 1,06+0,03 24) 1,04 +£0,02
VD (mg/e) (16) (20) (24) (24)
Peso seco

16) 3,99 +0,05 20) 3,97+0,05 24) 3,97 +£0,07 24) 3,91 +£0,06
VE (me/e) (16) (20) (24) (24)

Tabela 1: Peso corporal e relagdo do peso seco das camaras cardiacas pelo peso corporal dos grupos SHAM,
CAST, FISIO e SUPRA apés tratamento de 15 dias testosterona. Os valores foram expressos com média +
EPM. *p < 0,05 comparado com o grupo SHAM.
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4.2 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS)

Na figura 1 pode ser observado valores referente a PAS de ratos normotensos.
Assim, nota-se que a castracdo nao alterou os valores da PAS, quando
comparados com grupo controle (SHAM 114 + 2 e CAST 104 £ 3 mmHg).
Contudo, o tratamento com doses fisiolégicas (120 + 4 mmHg) foi capaz de
elevar significativamente a PAS quando comparado com os animais CAST.
Além do mais, a PAS do grupo FISIO nao foi diferente do grupo SHAM, e como
esperado, 0s animais que receberam tratamento com doses suprafisiol6gica
tiveram pressao arterial sistélica marcadamente mais elevada (139 + 6 mmHg),

guando comparados a todos 0s outros grupos estudados.

200 A
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100 -

50 A

Pressao arterial sistolica
(mmHg)

Figura 1: Pressao arterial sistélica de ratos normotensos nos grupos: SHAM (n = 15);
CAST (n = 15); FISIO (n = 21) e SUPRA (n = 15). Os valores foram expressos com média +
EPM. . *p < 0,05 comparado com o grupo SHAM, #p < 0,05 comparado com grupo CAST e
“p < 0,05 comparado com grupo FiSIO.
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4.3 REATIVIDADE VASCULAR (METODO LANGENDORFF)

4.3.1 Presséao de perfusdo coronariana (PPC)

Diferente do observado com a PAS, a PPC né&o foi alterada em nenhum dos
grupos estudados (SHAM 75 £ 3; CAST 79 + 3; FISIO 79 + 3 e SUPRA 80+ 4
mmHg), como mostrado na figura 2. Ou seja, a diminuicdo da testosterona

sérica, mediante castracdo, e os tratamentos hormonais utilizados neste estudo

nao foram capazes de modular o tbnus basal coronariano.

200 A

150 A

100 A

Pressao de perfusdao coronariana
(mmHg)

Figura 2: Presséo de perfusdo coronariana (PPC) basal de ratos hormotensos nos grupos: SHAM
(n = 20); CAST (n = 24); FISIO (n = 20) e SUPRA (n = 23). Os valores foram expressos com média
+ EPM.

Entretanto, apds adicionar a solucdo nutridora inibidores para a formacao de

fatores de relaxamento derivados do endotélio, observamos que houve um
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aumento significativamente da PPC, embora ndo tenha havido diferenca
estatistica entre os grupos, conforme mostrado na tabela 2. Ainda que nao
tenha sido o objetivo desse estudo, o importante papel dos mediadores

endoteliais para manutencdo do ténus vascular coronariano pode ser visto na

tabela 2.
Controle L-NAME INDO L-NAME +INDO L-NAME + INDO + CLOT

Grupos PPC PPC PPC PPC PPC

(N) mm/Hg (N) mm/Hg (N) mm/Hg (N) mm/Hg (N) mm/Hg
SHAM  (20) 753  (9) 148+9*  (9) 96+11  (14) 144 +9* (16) 158 + 8*
CAST  (24) 79+3  (12) 149+8*  (15) 110+6*  (17) 151+6* (15) 167 +7*
FISIO  (20) 79+3  (8) 144+5*  (15) 111+9*  (11) 153 +8* (11) 158 + 15*
SUPRA (23) 80%4  (10) 137+7*  (14) 105+7*  (17) 152 +6* (15) 153 +5*

Tabela 2: Presséo de perfusdo coronariana (PPC, mmHg) de ratos normotensos apds inibicdes com: L-NAME
(100 pM), indometacina (INDO) (2,8 uM), L-NAME + INDO ou L-NAME + INDO + clotrimazol (CLOT) (0,75 uM).
Os valores foram expressos com média + EPM. *p < 0,05 comparado com respectivo controle.

4.3.2 Reatividade Vascular Coronariana

O principal objetivo desse estudo foi avaliar a reatividade vascular coronariana
de ratos normotensos apés tratamento de reposicdo com diferentes
concentracbes de testosterona. Para tanto, uma curva de relaxamento foi
construida com concentracfes crescentes de BK administradas diretamente no

leito vascular coronariano de ratos (figura 3).

Como pode ser notada na figura 3A, houve progressivo relaxamento no leito
coronariano em resposta a BK no grupo SHAM e a castragdao promoveu grande
prejuizo neste relaxamento quando comparado ao grupo SHAM. Contudo,

tanto tratamento com doses fisiologicas quanto com doses suprafisiologicas
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foram capazes de prevenir 0 prejuizo causado pela castracdo. Curiosamente,
ambos os tratamentos ndo s6 preveniram a reducdo do relaxamento ocorrido
nos ratos castrados como potencializaram a vasodilatacdo induzida pela BK
quando comparado ao grupo SHAM, sugerindo que a presenca desse
horménio circulante se faz necessaria para que a bradicinina possa exercer

seus efeitos vasodilatadores no modelo experimental estudado.

Entretanto, quando inibida a enzima NOS com 100 uM de L-NAME (Figura 3B),
pode-se observar uma reducéo na resposta vasodilatadora, nos grupos FISIO e
SUPRA, de modo a acabar com a diferenca desses grupos quando
comparados ao grupo SHAM. Porém, a resposta do Grupo SHAM néo foi
alterada pelo L-NAME.

Um comportamento semelhante pode ser encontrado quando inibida a enzima
COX com 2,8 uM de INDO (Figura 3C). A inibicdo da COX foi capaz de reduzir
o relaxamento mediado pela BK , principalmente nos grupos FISIO e SUPRA,
sugerindo um importante papel desse mediador endotelial nesse modelo

estudo.

No entanto, a inibicdo conjugada com L-NAME + INDO (Figura 3D) foi capaz
de reduzir ainda mais o relaxamento dos grupos FISIO e SUPRA ao ponto
desse relaxamento se igualar ao grupo CAST. Contudo, o grupo SHAM ainda
apresentou relaxamento significativamente maior quando comparado com
grupo CAST. Finalmente, a resposta vasodilatadora dependente do endotélio
em resposta a BK foi completamente inibida em todos os grupos estudados,
guando realizada a inibicdo conjugada das enzimas NOS, COX e CYP (Figura
3E), mostrando que a vasodilatacdo vista neste estudo, provavelmente possa

ter sido endotélio-dependente.
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Figura 3: Resposta vasodilatadora a concentracdes crescentes de bradicinina (BK - 0,1 — 1000 ng)
antes (A) e apos inibicdo com L-NAME (B), indometacina (C, INDO); L-NAME + INDO (D) e L-
NAME + INDO + clotrimazol (E, CLOT). Os valores foram expressos com média + EPM. *p < 0,05
comparado com SHAM, #p < 0,05 comparado com CAST, “p < 0,05 comparado com FISIO e §p <
0,05 comparado com SUPRA.
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4.6 DOSAGEM SOROLOGICA

4.6.1 Perfil Hormonal

Ao analisar o perfil hormonal (Figura 4), nés confirmamos a efetividade da
castracdo ao observar a reducédo significativa nos niveis de testosterona no
grupo castrado (SHAM 286 + 26 ng/dL; CAST 7 + 3 ng/dL). Além disso, o
tratamento em doses fisiologicas (383 + 41 ng/dL) foi eficaz em manter o nivel
de testosterona similar ao do grupo SHAM. Por outro lado, os ratos que foram
tratados com doses suprafisiolégicas tiveram um marcante aumento de
testosterona (1385 + 71 ng/dL). Nao foram observadas alteracdes nos niveis de

estrogénio e progesterona.
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Figura 4: Niveis hormonais de: A) Testosterona, B) Estrogénio e C) Progesterona, nos grupos
SHAM (n = 17); CAST (n = 16); FISIO (n = 14) e SUPRA (n = 16). Os dados foram expressos como
média = EPM. *p < 0,05 comparado ao grupo SHAM, #p < 0,05 comparado ao grupo CAST e “p <
0,05 comparado ao grupo FISIO.
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4.6.2 Perfil Lipidico

Como demonstrado na Figura 5, podemos observar que o0s niveis de
triglicerideos tiveram uma significativa reducdo no grupo CAST quando
comparado com o grupo SHAM (106 + 9 para 64 + 7 mg/dL). A reposicao
hormonal tanto em doses fisiolégicas (107 + 6 mg/dL) quanto em doses
suprafisiolégicas (109 + 8 mg/dL) restauraram os niveis de triglicerideos para
valores semelhantes aos do grupo SHAM (Figura 5A). O mesmo ocorreu nos
valores de VLDL (Figura 5C), onde também foi verificado significativa reducao
no grupo CAST (12 £ 1 mg/dL) quando comparado com grupo SHAM (25 % 2
mg/dL). Todavia, tanto o tratamento fisiolégico (22 + 1 mg/dL) quanto
suprafisiolégico (23 £ 2 mg/dL), mais uma vez, foram capazes de restaurar 0s
valores de VLDL pds-castracdo. Variaveis como colesterol total, LDL e HDL

nao foram alteradas nos grupos estudados (Figura 5B, D, E).
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Figura 5: Perfil lipidico de ratos normotensos. A) Triglicerideos; B) Colesterol Total; C)
Lipoproteina de muito baixa densidade — VLDL; D) Lipoproteina de baixa densidade - LDL e E)
Lipoproteina de alta densidade — HDL, dos grupos SHAM (n = 16); CAST (n = 15); FISIO (n =
17) e SUPRA (n = 16). Os dados foram expressos como média + EPM. *p < 0,05 comparado
com SHAM e #p < 0,05 comparado com o grupo CAST.
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5 DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi a efichcia do tratamento com doses
fisiologicas ou suprafisiolégicas de testosterona, em prevenir a reducao
causada pela deficiéncia hormonal sobre a vasodilatagdo coronariana
dependente do endotélio induzida pela BK. Outros resultados importantes
foram que a castracéo alterou o perfil lipidico e hormonal, bem como reduziu o
peso corporal. Verificamos ainda que a reposi¢cao com testosterona restaurou
todos os parametros supracitados igualando-os aos animais SHAM. Mostramos
ainda o aumento da pressdo arterial sistdlica no grupo tratado com doses

suprafisiolégicas de testosterona.

Nossos resultados mostraram que houve uma diminuigdo do peso corporal
apos 15 dias de castracdo, quando comparado ao grupo SHAM, e o tratamento
utilizado neste estudo preveniu essa perda de peso. Tais dados corroboram
com Bourghardt et al., (2010) e Langfort et al., (2010) que também encontraram
reducdo do peso corporal apdés oito e seis semanas de castracéao,
respectivamente. Entretanto, estudos prévios realizados em nosso laboratério
(Gomes et al., 2012) demonstraram gue a reposi¢cdo com testosterona, mesmo
em altas doses, ndo foi capaz de elevar o peso corporal de ratos tratados em

comparacao aos animais controles.

Outros autores demonstraram que animais (Andrade et al., 2008; Bissoli et al.,
2009) e humanos (Wang et al., 2012) que sado submetidos a tratamento com
altas doses de testosterona, possuem maior massa muscular do que seus
controles (Andrade et al., 2008; Bissoli et al., 2009). Contudo, apesar de néo
termos quantificado o contetdo proteico dos animais, esses estudos reforgcam
nossas evidéncias de que, mesmo a testosterona sendo um hormdénio
anabdlico, o aumento do contetudo proteico nédo foi suficiente para alterar o
peso desses animais, durante o tempo de tratamento utilizado neste estudo,
muito embora a hipotestosteronemia fosse capaz de reduzir o peso corporal,

possivelmente por reduzir a sintese proteica.
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Além da possivel perda de massa magra, outra possibilidade em explicar a
perda de peso encontrada no grupo CAST pode estar relacionada a diminuicédo
da concentragcdo sérica de triglicerideos. Em nossos resultados observamos
que tanto a concentracdo de triglicerideos quanto de VLDL (responséavel pelo
transporte de triglicerideos no sangue) foram diminuidas apos quinze dias de
castracdo, muito embora 0 mesmo nao tenha sido encontrado em mulheres em
idade feértil que faziam tratamento de reposi¢cdo com testosterona (Wang et al.,
2012).

A testosterona tem sido identificada como uma substéncia que exerce uma
correlacdo negativa sobre obesidade, principalmente em machos. Sabe-se que
os androgenos sdo capazes de modular a quantidade e distribuicdo da gordura
corporal, de modo que baixo nivel de testosterona estd associado com a
obesidade (Blouin et al,. 2008). Além do mais, estudos tém demonstrado que a
testosterona reduz a atividade da enzima lipase lipoprotéica (LPL) (Lee et al.,
2013) e a modulacdo sobre essa enzima pode contribuir para alteracbes no
tecido adiposo, especialmente em homens (Ramirez et al., 1997) uma vez que
a LPL atua sobre a hidrélise das moléculas de triglicerideos encontrados em
lipoproteinas plasmaticas como quilomicrons e VLDL &dicos graxos e glicerol
no qual sdo transferidos para os adipécitos formando novamente moléculas de
triglicerideos, quadro este denominado de adipogénese (Mead et al., 2002).
Sabe-se que, a LPL possui forte correlacdo com obesidade, balanco energético
e desordem metabdlica tal como regulacédo anormal do peso corporal (Wang &
Eckel, 2009) e com isso, € possivel gue a reducédo da inibicdo exercida pela
testosterona sobre essa enzima possa explicar a diminuicdo nos niveis de

triglicerideos vista nesses animais.

Estudos também tém demonstrado que a testosterona exerce uma modulacao
positiva sobre a atividade da enzima lipase sensivel a hormdénio (HSL)
(Langfort et al., 2010; Xu et al., 1990). A HLS é responsavel pela hidrélise dos
triglicerideos estocados nos adipocitos promovendo a liberacdo de acidos
graxos livres e glicerol no sangue (Jéquier & Tappy, 1999). Diante do fato que a
castragcdo € capaz de diminuir a atividade da HLS, nossa sugestdo € que com

maior tempo de castragdo, € possivel que os animais tenham um maior
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depdsito de gordura o que tenderia a elevar seu peso corporal. Entretanto,
como nossas observagdes ndo foram feitas com um tempo maior de castragao.
Diante disso, mais estudos sdo necessarios para esclarecer melhor 0s
mecanismos associados a acdo da testosterona e a composicdo corporal,

principalmente no que se refere a modulagéo do peso.

Nossos resultados também corroboram dados da literatura no que se refere a
PAS, onde tanto a castracdo quanto a reposicdo com doses fisioldégicas nao
alteraram a PAS (Zhou et al., 2008). Contudo, os niveis pressoricos foram
consideravelmente aumentados no grupo SUPRA. Outros pesquisadores
também demonstraram que altas doses de testosterona séo capazes de elevar
a presséao arterial (Andrade et al., 2008; Bissoli et al., 2009) enquanto que a
castracdo nao alterou os niveis presséricos de ratos normotensos (Zhou et al.,
2008).

Ja esta bem estabelecido pela literatura que a testosterona pode estimular o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), que pela formacdo de
angiotensina Il pode elevar a pressao arterial agindo diretamente sobre seu
receptor tipo 1 (AT-1) (Peach, 1977; Fischer et al., 2002), que sao
abundantemente expressos em todo o corpo e atuam contraindo a musculatura
lisa vascular (Reid, 1998). Outros mecanismos pelos quais 0 SRAA pode elevar
a pressao estdo relacionados liberacdo de aldosterona (responséavel pela
reabsorcdo de sodio nos rins) e pela estimulacdo direta sobre neurdnios
simpaticos e por exercer uma inibicdo sobre os barorreceptores (Peach, 1977;
Reid, 1992; Rastogi et al., 2011). Além disso, o SRAA pode estimular o centro
da sede, aumentando a ingestdo de agua e ainda estimular os nucleos
hipotalamicos, aumentando a secrecdo do hormonio antidiurético (ADH), que
por sua vez, diminui a eliminagdo hidrica corporal pela urina (Reid, 1998).
Todos esses mecanismos exercem participagdo no aumento da presséo

arterial.

Reckelhoff et al. (2000) descreveram a importante participacdo do SRAA em
aumentar a pressao arterial de ratos espontaneamente hipertensos, sendo

influenciado principalmente pela testosterona. Influéncia essa que é atenuada



47

guando administrado antagonista do AR (Flutamida 8 mg/Kg) (Reckelhoff et al.,
1999), mostrando assim que a testosterona realmente exerce forte participagéo
sobre a regulacéo da presséo arterial.

Alguns estudos tém demonstrado que a testosterona é capaz de aumentar a
expressao tanto de receptores a (Tsang et al., 2008; Tsang et al.,2009) quanto
B (Xu et al., 1991; Tsang et al., 2009) adrenérgicos. Além disso, a testosterona
pode modular o metabolismo, estoque, liberacdo e recaptacéo de norepinefrina
em neurbnios simpaticos (Salt, 1972). Todas essas evidéncias nos levam a
sugerir que a testosterona, quando administrada em altas concentracdes, como
utilizado neste trabalho, pode alterar a expressao desses receptores, como de
seu ligante, o que possivelmente poderia contribuir em elevar a presséo

arterial.

Além do mais, a ativacédo do sistema NADPH oxidase também esta relacionado
ao aumento de pressao arterial (Alderman et al., 1991; Stamler et al., 1989).
Forstermann (2010) tem demonstrado que um dos principais estimulos para
ativacdo desse sistema se da pelo aumento da formacao de angiotensina I,
gue ao se ligar aos receptores AT-1 promove estimulacdo do complexo NADPH
oxidase, que por sua vez aumenta a concentracdo de espécies reativas de
oxigénio com, por exemplo, o anion superéxido (Oz), reduzindo assim a
biodisponibilidade do NO. Como a testosterona é um estimulador da formacao
de Angiotensina Il (como ja mencionado acima), € esperado que a
hipertestosteronemia favorecesse a maior ativacao desse sistema, o0 que pode
contribuir para o aumento da PAS como encontrado em nossos animais. E
ainda, estudos recentes tém fornecido evidéncias de que a administracdo de
testosterona em concentragdes suprafisiolégicas promove vasoconstricao
atuando diretamente sobre a musculatura lisa vascular (Perusquia & Stallone,
2012; Santos et al., 2014).

Embora a PAS tenha sido modulada pela testosterona, 0 mesmo nao ocorreu
com a PPC. Nossos resultados sugerem que o ténus vascular coronariano de
ratos normotensos pode ndo ser modulado pelo ester6ide masculino, ao

contrario do que se tem visto em relagdo ao estrogénio, onde estudos prévios
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de nosso laboratorio j& demonstraram que a castracao foi capaz de reduzir a
PPC de fémeas normotensas (Moysés et al., 2001) evidéncias que apontam
para um dimorfismo sexual em relacdo a acdo dos hormonios sexuais sobre 0
endotélio na manutencdo do ténus vascular coronariano. Também, com vem
sendo demonstrando pelo nosso laboratério (Santos et al., 2004; Santos et al.,
2010), o papel do endotélio na manutenc¢éo do tdnus pdde ser confirmado apds
inibicdes dos EDRFs.

Ainda que nao tenhamos observado alteracfes da PPC nos diferentes grupos,
o principal objetivo desse trabalho foi avaliar a reatividade vascular coronariana
por meio da vasodilatacdo dependente do endotélio mediada pela BK. Nossos
resultados sédo claros em demonstrar que o tratamento com testosterona foi
eficaz em prevenir o prejuizo na vasodilatacdo promovido pela castracéo,
quando comparado ao grupo SHAM. Além disso, tanto o tratamento fisiol6gico
quanto suprafisiolégico, ndo sé preveniram o prejuizo dado pela castracdo com

também potencializar o relaxamento vascular coronariano.

Os resultados deste estudo demonstram pela primeira vez que a testosterona é
capaz de modular a reatividade vascular dependente do endotélio no leito
coronariano de ratos. Sabe-se que a testosterona pode modular diretamente o
SCV relaxando o musculo liso vascular de maneira rapida e ndo-genémica
como mostrado em diversos estudos (Bucci et al., 2009; Toot et al.,, 2011;
Ramirez-Rosas et al., 2011; Deenadayalu et al., 2012; Puttabyatappa et al.,
2013). Estudos também tém mostrado que administracao de testosterona em
segmentos de artérias coronarias promove vasodilatacdo por meio de
mudancas no fluxo através de canais iGnicos, alterando o fluxo de canais para
potassio (Tep-Areenan et al., 2002; Deenadayalu et al., 2012) e de canais para
calcio (Jones et al.,, 2003; Montafio et al.,, 2008). Outros pesquisadores
demonstraram que a testosterona pode exercer suas funcdes vasodilatadoras
ao se ligar em seu receptor classico (AR) (Deenadayalu et al., 2012;
Puttabyatappa et al., 2013) ou até mesmo de forma independente do seu
receptor (Jones et al., 2004; Alvarez et al., 2010). Entretanto, em nosso

trabalho foi possivel demonstrar a acdo classica da testosterona em manter um
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ambiente vascular favoravel para a acdo de um agonista vasodilatador que age

sobre o endotélio.

Apesar de ndo termos dados que comprovem a acdo da testosterona em
manter esse ambiente vascular favoravel, nossa sugestdo € que a castracao
possa ter promovido uma disfuncdo endotelial, essa que foi prevenida pela
reposicdo com testosterona. Na literatura ja foi demonstrado que a
ovariectomia induz a disfuncdo endotelial (Oliveira et al., 2014). Tais evidéncias
nos permitem sugerir que é a deficiéncia hormonal possa estar envolvida com a
disfuncdo endotelial também em machos. De fato, outros autores tém
demonstrado que a castracdo pode diminiur a expressdo de canais para
potassio voltagem-dependente (Zhou et al., 2008), o que reduz o efluxo de
potassio e assim prejudica o relaxamento vascular, como demonstrado por
Ramires-Rosas et al.,, (2011). Contudo, os mecanismos pelos quais a
testosterona pode potencializar a acdo de um vasodilatador cujas a¢des sao

mediadas pelo endotélio ainda ndo foram completamente elucidados.

Moyses et al. (2001) e Claudio et al. (2013) observaram que a vasodilatacdo
coronariana de ratas € prejudicada pela ovariectomia e a reposicdo com
estrogénio restaurou esses efeitos. Claudio et al. (2013) observaram ainda que
a reposicado com estrogénio aumentou a expressao de enzimas antioxidantes
como a superéxido dismutase (SOD), responsavel pela dismutacdo do O, em
H.O, (Peskin & Winterbourn, 2000), aumentando a biodisponibilidade do NO
(Meyrelles et al., 2011). Sabe-se também que o estrogénio pode modular tanto
a atividade (Chen et al., 1999) quanto a expressao (Weiner et al., 1994) da
NOS, aumentando assim a formacao de NO. Ja no que se trata das a¢les da
testosterona, tem sido demonstrado que quando administrada em altas doses,
ela pode promover diminuicdo da expressao da eNOS, (Skogastierna et al.,
2013), principal responsavel pela sintese de NO endotelial (Forstermann et al.,
1993) o que poderia ocasionar uma disfuncédo endotelial (Skogastierna et al.,
2013). Essa hipotese pode ser justificada uma vez que disfuncdo endotelial
pode ser definida por como uma reducdo da biodisponibilidade do NO pela

reacdo do NO com espécies reativas de oxigénio (O;), levando a formacao de
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moléculas mais toxicas, como o peroxido nitrito e/ou radical hidroxila (Meyrelles
et al., 2011).

Traish et al. (2008) apontam que a disfuncao endotelial pode ser caracterizada
por varios marcadores e dentre eles a modulacdo da expresséo/atividade da
eNOS. Sendo assim, notaveis evidéncias sugerem que a expressao e atividade
da NOS também pode ser regulada pelos andrégenos. Marin et al. (1999)
demonstraram diminuicdo da atividade da NOS apds castracao e evidenciaram
ainda que a testosterona pode estar envolvida no aumento da expressao de
ambas isoformas constitutivas da NOS (eNOs e sua isoforma neuronal: nNOS).
Outros autores estudando células endoteliais de aorta bovina com
desidroepiandrosterona (DHEA), esteroide percursor da testosterona,
observaram aumento na expressao da eNOS (Williams et al., 2004) e liberacéo
da secrecdo de NO mediado por vias dependentes da PI3K (Formoso et al.,
2006) ou MAPK (Liu & Dillon, 2004). Em outro estudo utilizando células
endoteliais de aorta humana (YU et al., 2010) foi demonstrado que a ligacdo da
testosterona em seu receptor (AR) induz uma rapida producdo de NO via
fosforilacdo e ativacdo da eNOS mediada pela PI3K/AKT. Dessa forma, é
possivel que o hipogonadismo possa modular tais vias de modo a prejudicar a

funcao endotelial em liberar seus fatores de relaxamento.

Em estudos realizados em artérias de homens que apresentavam doenca
arterial coronariana e faziam uso de testosterona em reposicdo hormonal
também foi demonstrado que o tratamento foi capaz de aumentar o
relaxamento vascular em artéria braquial (Ong et al., 2000; Kang et al., 2002).
Entretanto, resultados diferentes foram encontrados por Malkin et al. (2006),
que ao utilizar altas doses do andrégeno demonstrou que a testosterona
aumentou a atividade contrétil em resposta a noradrenalina e ainda diminuiu a
dilatagdo em resposta a agonistas vasodilatadores dependente e independente
do endotélio. Entretanto, em nosso estudo a administracdo de doses

suprafisiolégicas nao prejudicou a vasodilatacao no leito coronariano.

O fato é que a literatura tem apontado que a deficiéncia de testosterona pode
contribuir para o prejuizo da funcdo endotelial e que terapias de reposicdo tém
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sido eficazes em reestabelecer tanto os danos quanto a funcdo endotelial,
aumentando a liberacdo de NO (Traish & Galoosian, 2013). E conhecido que a
testosterona estimula o aumento de expressdao do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e matrix de metalopeptidase- 9 (MMP-9) que, junto
com aumento da atividade da eNOS, (Eisermann et al., 2013; Fadini et al.,
2009), exercem um importante papel tanto na formacéo de novos vasos quanto
das células endoteliais (Hristov et al., 2003; Traish & Galoosian, 2013). O
VEGF e MMP-9 sdo proteinas que estimulam a diferenciacdo de células
endoteliais progenitoras, células essas que séo caracterizadas por ser uma
linhagem com capacidade de se diferenciar em células endoteliais (Eisermann
et al.,, 2013; Fadini et al., 2009). Além disso, Lu et al., (2007) ainda
demonstraram que a castracdo comprometeu a integridade endotelial por
alterar a forma, adeséo, ruptura e conexao da estrutura endotelial vascular em
ratos Sprague Dawley, inferindo que € possivel que danos endoteliais possam
ser resultado da deplecéo tanto da testosterona quanto do seu metabdlito di-
hidrotestosterona (DHT).

Pergola et al., (2003), demonstraram que baixos niveis de testosterona estao
associados com um maior surgimento da aterosclerose por meio de alteracdes
na camada intima da artéria carotida comum em homens adultos. Além disso,
estas alteracdes podem indicar uma coexisténcia de modificacdes semelhantes
em artérias coronarias. Hak et al., ( 2002) ja haviam demonstrado uma forte
associacao entre baixos niveis de testosterona e aterosclerose severa em aorta
de homens. Vale a pena ressaltar que a aterosclerose promove uma disfuncéo
endotelial por apresentar maior contratilidade em resposta ao estiramento e um
relaxamento dependente do endotélio prejudicado por meio da menor

expressdo da eNOS seguido da menor producdo de NO (Cavieres et al., 2014).

Tomado em conjunto, nossos dados corroboram a literatura em sustentar a
hipétese de que a testosterona exerce realmente um papel fundamental em
manter um ambiente vascular saudavel. Contudo, como as acbes da
testosterona sobre as artérias coronarianas nao estéo totalmente esclarecidas,
mais estudos sdo necessarios para melhor esclarecer o papel da testosterona

sobre esses vasos.
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Como os animais que receberam tratamento com testosterona apresentaram
relaxamento superior ao do controle, nosso objetivo foi avaliar qual(ais)
mediador(es) endotelial(ais) estaria(m) envolvido(s) nessa acdo. Para tanto,
nosso primeiro passo foi realizar a inibicdo da NOS com L-NAME (inibidor
inespecifico da NOS). O resultado desse experimento demonstrou que a
incubagéo com o L-NAME reduziu o relaxamento induzido pela BK, levando os
dados dos grupos FISIO e SUPRA ao mesmo padrao encontrado no grupo
SHAM, indicando assim um importante papel do NO na dilatacdo das artérias
coronérias. De fato, outros autores tém demonstrado que a testosterona pode
exercer acao direta sobre as artérias coronarianas promovendo vasodilatacdo e
essa resposta muitas vezes pode envolver a formacdo de NO endotelial (via
eNOS) e/ou de fontes extra-endoteliais (via NNOS) (Deenadayalu et al., 2012).
Também j& foi demonstrado que a testosterona pode modular tanto a
expressdo quanto atividade da NOS (Marin et al., 1999; Williams et al., 2004).
Esses achados nos levam a acreditar que além da acao direta da testosterona
sobre o musculo e endotélio vascular, ela pode também atuar favorecendo a
sintese de substancias vasoativas pelo endotélio e também favorecendo o

relaxamento do musculo liso vascular.

A BK é um potente peptideo vasodilatador dependente do endotélio e suas
acOes ocorrem por meio da estimulacdo dos receptores B, endoteliais
promovendo liberacdo de NO, PGI, e EDHF (Barrow et al., 1986; Mombouli et
al., 1992; O’Kane et al., 1994). Nossos resultados corroboram os dados da
literatura, pois, além da importancia do NO como mediador do relaxamento a
BK, como demonstrado acima, 0s animais que possuiam a testosterona
circulante demonstraram prejuizo no relaxamento induzido pela BK frente
inibicAo da COX (com INDO), enzima responsavel pela formagdo dos
prostandides vasodilatadores. O mesmo pode ser observado quando realizado
inibicdo conjugada com L-NAME e INDO, principalmente nos grupos FISIO e
SUPRA, confirmando o importante papel do NO e da PGI; no relaxamento aqui
observado. Estudos prévios de nosso laboratério ja demonstraram a
importancia dos prostandides vasodilatadores em machos normotensos frente

a outros agonistas vasodilatadores (Santos et al., 2004).
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Por fim, como esperado, a resposta vasodilatadora de BK no leito vascular
coronariano dos ratos normotensos foi completamente abolida, em todos os
grupos quando realizada a inibicdo dos trés mediadores endoteliais. Nesse
caso, foi adicionado CLOT (inibidor da CYP) junto com L-NAME e INDO. Esses
dados fornecem evidéncias do importante papel do EDHF no relaxamento
induzido pela BK. Frente a estimulagdo com outros agonistas vasodilatadores,
a participacdo dos metabdlitos da CYP, i.e. EETs, como candidatos a EDHF
em artérias coronarias ja havia sido demonstrada em estudos anteriores
realizados em nosso laboratorio, tanto em animais normotensos (Santos et al.,

2004) quanto em hipertensos (Santos et al., 2010).
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6 CONCLUSAO

Em suma, nossos dados sugerem que a testosterona é importante para o SCV
e o tratamento com testosterona é capaz de impedir os prejuizos advindos do
hipogonadismo, como no modelo experimental estudado. Além disso, nossos
dados também sugerem que o tratamento com concentracdes fisiologicas de
testosterona parece promover beneficio cardiovascular. Por outro lado,
concentracfes suprafisioldgicas estariam associadas ao aumento da pressao

arterial.

Em conjunto, nossos resultados fornecem evidéncias de que a testosterona
pode atuar propiciando um ambiente adequado a acdo de um vasodilatador
dependente do endotélio, sugerindo um possivel papel benéfico do horménio
masculino sobre o SCV e essa acéo possivelmente estid associada a sua acao
classica, atuando por vias gendmicas. Dessa forma, as acdes benéficas da
testosterona sobre o SCV representam uma realidade atual, o que a torna uma
ferramenta atil para o desenvolvimento de melhores formas de terapia em

situacdes de deficiéncia hormonal.
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