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RESUMO

Estudos mostram que a testosterona esta relacionada com pior disfuncéo e
remodelamento cardiacos apds o infarto agudo do miocardio (IM). Nesse
contexto, foi avaliada a influéncia da deficiéncia de testosterona, obtida através
de castracdo, no remodelamento cardiaco dois meses apos o IM. Utilizou-se
quatro grupos de ratos machos: 1) submetidos ao IM, 2) orquidectomizados
(OQT), 3) OQT + IM e 4) sham. Foram realizadas analises ponderais,
hemodindmicas, avaliacdo da contratilidade dos mdusculos papilares do
ventriculo esquerdo (VE), quantificacdo da porcentagem de colageno
intersticial e da area de seccado transversal dos miécitos no VE, além de
avaliacdo qualitativa da morfologia do leito coronario e andlise quantitativa do
indice de densidade vascular . Conforme esperado, verificou-se aumento da
pressao diastélica final no VE, da porcentagem de colageno intersticial e das
razdes peso do coracao/peso corporal e peso do pulmao/peso corporal, nos
animais dos grupos IM e OQT+IM em comparacdo aos grupos ndo castrados.
A hipertrofia de midcitos foi menor no grupo OQT+IM do que do grupo IM. Na
avaliacdo da contratilidade dos musculos papilares do VE, a for¢a desenvolvida
(g/g) e o tempo de ativacdo foram preservados no grupo OQT+IM e
prejudicadas no grupo IM. ApOs estimulacdo beta-adrenérgica, a forca de
contracdo do grupo IM apresentou-se diminuida, a dF/dt+ e dF/dt- foram
menores nos grupos IM e OQT+IM do que nos outros grupos e a cinética de
ativacdo e relaxamento do grupo OQT+IM foi melhor que do grupo IM. Através
da microscopia eletrénica de varredura, observou-se que 0s grupos IM e
OQT+IM apresentaram aumento do indice de densidade vascular e
caracterizaram-se por arranjos de vasos irregulares, com forma distorcida,
alteracdes abruptas na direcdo dos vasos, bem como mudancas bruscas de
diametro apds bifurcacbes quando comparados ao Sham e OQT.
Considerando que o grupo OQT+IM apresentou menor area de secc¢ao
transversal e melhores parametros de contratilidade dos musculos papilares do
VE, conclui-se que a deficiéncia de testosterona € capaz de amenizar o
remodelamento cardiaco adverso resultando em melhor funcéo cardiaca.

Palavras-chave: Remodelamento cardiaco. Infarto agudo do miocardio.
Deficiéncia de testosterona. Hipertrofia cardiaca. Contratilidade cardiaca.



ABSTRACT

Studies show that testosterone is related to worse cardiac dysfunction and
remodeling after acute myocardial infarction (MIl). In this context, the influence of
testosterone deficiency, obtained through castration, on cardiac remodeling two
months after Ml was evaluated. Four groups of male rats were used: 1) submitted to
IM, 2) orchidectomized (OQT), 3) OQT + IM and 4) sham. Weighted, hemodynamic,
contractile evaluation of left ventricular (LV) papillary muscles, quantification of
interstitial collagen percentage and cross-sectional area of myocytes in the LV, as
well as qualitative evaluation of coronary bed morphology and quantitative analysis of
vascular density index. As expected, there was an increase in LV end-diastolic
pressure, interstitial collagen percentage and heart weight / body weight ratios and
lung / body weight ratios in the IM and OQT + MI groups compared to the other
groups. Myocyte hypertrophy was lower in the OQT + IM group than in the IM group.
In the contractile evaluation of the LV papillary muscles, the developed force (g / g)
and the time to peak (TTP) were preserved in the OQT + IM group and impaired in
the IM group. After beta-adrenergic stimulation, the contraction force of the IM group
was decreased, dF / dt + and dF / dt- were lower in the IM and OQT + IM groups
than in the other groups and the activation and relaxation kinetics of the group
OQT+MI was better than the IM group. Scanning electron microscopy showed that
the IM and OQT + MI groups showed an increase in the vascular density index and
were characterized by irregular vessel configurations, with distorted shape, abrupt
changes in the direction of the vessels, as well as abrupt changes diameter after
bifurcations when compared to Sham and OQT. Considering that the OQT + IM
group had a lower cross-sectional area and better contractility parameters of the LV
papillary muscles, it was concluded that testosterone deficiency is able to ameliorate

adverse cardiac remodeling resulting in improved cardiac function.

Key words: Cardiac remodeling. Acute myocardial infarction. Testosterone

deficiency. Cardiac hypertrophy. Cardiac contractility.
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1 INTRODUCAO

A testosterona € o principal andrégeno da circulacdo masculina, sendo
responsavel pelo desenvolvimento e manutencdo das caracteristicas sexuais
em machos e pelo estado anabolico dos tecidos (GEBARA et al., 2002). A
medida que os homens envelhecem ocorre lenta e progressiva diminuicdo da
funcdo gonadal e queda da testosterona circulante (VERMEULEN;
DESLYPERE, 1985). Nas ultimas duas décadas houve aumento significativo no
namero de prescricbes de terapia de reposicdo de testosterona em homens
idosos (OSKUI et al., 2013), porém, existem poucos dados acerca dos riscos
ou beneficios para o sistema cardiovascular da reposicdo desse horménio em
homens com declinio nos niveis de androgénios relacionados com a idade
(WALSH; KITCHENS, 2015). A Sociedade Americana de Endocrinologia e o
Food and Drug Administration (FDA) divulgaram comunicados sobre o
potencial aumento dos riscos cardiovasculares associados ao tratamento de
reposicdo de testosterona e encorajaram investigacées adicionais nessa area
(ELSHERBINY, 2017).

Sabe-se que a testosterona exerce acdo no sistema cardiovascular
através de receptores de androgenos presentes no endotélio, musculo liso
vascular e cardiomiocitos (WALSH; KITCHENS, 2015). Esse androgeno pode
afetar adversamente o sistema cardiovascular por causar reducdo do LDL-
colesterol, além de contribuir para trombogenicidade por regular a expressao
dos receptores de tromboxano A2 (RUIGE; OUWENS; KAUFMAN, 2013).
Porém, evidéncia experimental para os potenciais efeitos da testosterona sobre
o sistema cardiovascular ainda € bastante limitada (RUIGE; OUWENS;
KAUFMAN, 2013).

Dentre as doencas cardiovasculares, o infarto agudo do miocardio (IM)
destaca-se como importante causa de mortalidade e morbidade no Brasil,
segundo o Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM) e o Sistema de
Informacdes Hospitalares do Sistema Unico de saude (SIH/SUS), e também no
mundo (MENDIS et al., 2010). Considerando que o IM majoritariamente ocorre
em homens apds os 50 anos, idade em que ha diminuicdo dos niveis de

horménios sexuais masculinos (ARAUJO et al., 2004), este estudo objetiva
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investigar o acometimento da funcdo cardiaca apos o IM em ratos machos
castrados, condicdo que mimetiza o periodo de andropausa. Buscamos
identificar quais diferencas funcionais, histolégicas e de angioarquitetura
coronariana ocorrem durante o remodelamento tardio do tecido remanescente,
dois meses apos o IM em ratos orquidectomizados e nao orquidectomizados.
Diante do exposto, através do desenvolvimento deste estudo espera-se
agregar conhecimento sobre a acédo da testosterona no remodelamento

cardiaco apos IM.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Infarto agudo do miocardio

As doencas cardiovasculares sdo importantes causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo (MENDIS et al., 2010). No Brasil, de acordo com
o Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM) do Ministério da Saude, no
ano de 2015, as doencas do sistema circulatério foram a principal causa de
morte por doencas ndo transmissiveis na faixa etéria a partir dos 40 anos,
sendo que 26,43% desses 6bitos foram devidos ao infarto agudo do miocérdio
(IM) correspondendo assim a 176.012 casos. O IM também acarreta alto custo
ao sistema de saude por ser responsavel por grande niamero de internacées
hospitalares. Somente no ano de 2015, foram realizadas 101.208 internacdes
devido a essa patologia, conforme informacdes do DATASUS.

O infarto agudo do miocéardio é definido patologicamente como morte
celular miocardica devido a isquemia prolongada. O inicio da isquemia do
miocardio € o primeiro passo no desenvolvimento do IM e resulta de um
desequilibrio entre o fornecimento e a necessidade de oxigénio (THYGESEN et
al., 2012). Como resultado da isquemia, ocorrem muitas mudancas nos niveis
molecular, celular e tecidual do miocardio. Hipoxia, morte de cardiomidécitos,
inflamacédo, dilatacdo ventricular e remodelacdo adversa, necrose tecidual,
fibrose intersticial e disfuncdo contrati sdo algumas das principais
caracteristicas que podem se apresentar durante a progressao do IM para a
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (AWADA; HWANG; WANG, 2016).

De acordo com a terceira definicdo universal de infarto do miocérdio
(THYGESEN et al., 2012) o IM classifica-se em varios tipos, com base em
diferencas patoldgicas, clinicas e de progndéstico, juntamente com diferentes

estratégias de tratamento:

e IM tipo 1: evento relacionado com ruptura de placa aterosclerética,
ulceracdo, fissuragdo, erosdo ou disseccao resultando em trombo
intraluminal em uma ou mais artérias coronarias, levando a diminuicédo
do fluxo sanguineo do miocardio ou émbolos plaquetarios distais e

consequente necrose dos midcitos.



21

e IM tipo 2: Casos de lesdo do miocardio com necrose, nos quais uma
doenca que ndo a doenca coronaria aterosclerdtica, contribui para um
desequilibrio entre o fornecimento de oxigénio ao miocardio e/ou a
necessidade do mesmo;

e |IM tipo 3: morte cardiaca, com sintomas que sugiram isquemia
miocardica, acompanhada de presumiveis novas alteracdes isquémicas
no eletrocardiograma (ECG) ou novo bloqueio completo do ramo
esquerdo — mas sem valores dos biomarcadores disponiveis;

e M tipo 4: relacionado com trombose de stent. De acordo com a IV
Diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia sobre Tratamento do
Infarto Agudo do Miocardio com Supradesnivel do Segmento ST, a
intervencao coronaria percutanea (ICP) é a utilizacdo do cateter balédo
com ou sem implante do stent coronario e com ou sem 0 uso prévio de
fibrinolitico, com o objetivo de restabelecer o fluxo coronéario anterégrado
de maneira mecanica. E frequente a insuflacdo do baldo durante ICP
causar isquemia transitoria, quer seja ou ndo acompanhada por dor
toracica ou alteracdes do segmento ST-T. Os danos miocardicos com
necrose podem resultar de ocorréncias durante e apos a intervencao —
isoladas ou combinadas — tais como dissec¢do coronaria, oclusao de
uma grande artéria coronaria ou um ramo lateral, interrupcdo do fluxo
colateral, fluxo lento ou sem fluxo, embolizacdo distal e ocluséo
microvascular;

e IM tipo 5: lesdo do miocéardio peri-procedimento associada a bypass
coronario. Durante a cirurgia de bypass do ramo arteriocoronario,
existem varios fatores que podem causar lesdes miocardicas peri-
operatorias, nomeadamente trauma miocardico direto por (i) suturacéo
ou manipulacédo cardiaca, (ii) disseccdo coronaria, (iii) isquemia global
ou regional associada a protecdo cardiaca intraoperatdria insuficiente,
(iv) eventos microvasculares relacionados com reperfusédo, (v) lesdo
miocardica induzida pela formacao de radicais livres de oxigénio ou (vi)

nao reperfusdo de zonas do miocardio.

A aterosclerose é de longe a causa mais comum de IM. Essa alteracao

vascular caracteriza-se pelo acumulo de lipidios nas paredes dos vasos
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levando a formacdo de uma placa aterosclerdtica consistindo de um nucleo
lipidico central circundado por macréfagos espumosos e células musculares
lisas cobertas por uma capa fibrosa (MYTHILI; MALATHI, 2015). A patogénese
do infarto agudo do miocardio baseia-se principalmente na ruptura e na
trombose subsequente da placa aterosclerdtica. (COLOMBO et al., 2014). A
oclusado da artéria coronaria pelo trombo reduz o suprimento sanguineo para 0s
tecidos do miocardio, levando a isquemia e a necrose, eventualmente
causando infarto do miocardio (MYTHILI & MALATHI, 2015).

Os fatores de risco para o infarto do miocardio classificam-se em trés
categorias gerais: fatores de risco ndo modificaveis (idade, sexo e historico
familiar), fatores de risco modificaveis (tabagismo, ingestdo de 4&lcool,
inatividade fisica, dieta pobre, hipertensdo, diabetes, dislipidemias e sindrome
metabdlica) e fatores de risco emergentes (proteina C-reativa (PCR),
fibrinogénio, calcificacdo da artéria coronaria, homocisteina, lipoproteina (a) e
lipoproteina de baixa densidade (LDL)) (BOATENG; SANBORN, 2013).

Entre os sintomas possiveis de isquemia relacionada ao IM estédo
incluidos desconforto toracico, mandibular, epigastrico ou nos membros
superiores (em esforco fisico ou em repouso), dispneia e fadiga. A dor é
normalmente difusa — ndo localizada, ndo posicional e ndo afetada pelo
movimento da regido — podendo ser acompanhada de diaforese, nauseas ou
sincope. Contudo, estes sintomas ndo sdo especificos de isquemia do
miocardio. Consequentemente, podem ser mal diagnosticados e atribuidos a
problemas gastrointestinais, (THYGESEN et al., 2012). Em cerca de 20% dos
pacientes (diabéticos, idosos, péds-operatérios ou mulheres), a dor toracica
pode estar ausente (BOATENG; SANBORN, 2013).

O diagnéstico do IM ocorre a partir da detec¢cdo de uma subida e/ou
descida dos valores de biomarcador cardiaco (de preferéncia, troponina
cardiaca (cTn)) com, pelo menos, um valor acima do percentil 99 do limite

superior de referéncia, associada a pelo menos uma das seguintes situacoes:

e Sintomas de isquemia;
e Alteracgdes significativas novas ou presumivelmente novas do segmento

ST/onda T (ST- T) ou novo bloqueio completo do ramo esquerdo;



23

e Aparecimento de ondas Q patolégicas no ECG;

e Evidéncia imagiologica de nova perda de miocardio viavel ou nova
anomalia na motilidade segmentar;

e Identificacdo de um trombo intracoronario por angiografia ou autopsia
(THYGESEN et al., 2012).

Para o tratamento do IM, os métodos de reperfuséo da artéria coronaria
bloqueada por meio de intervengdo coronariana percutanea, cirurgia de
revascularizacdo miocardica e terapia antitrombdética sdo considerados padréo.
Além disso, os inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e os
beta-bloqueadores sdo comumente usados na clinica para prevenir o

remodelamento cardiaco adverso (AWADA et al., 2016).
2.2 Remodelamento cardiaco pés IM

Apos o IM, o coracdo inicia uma série complexa de mudancas na
tentativa de preservar a fungéo cardiaca. Este processo progressivo, conhecido
como remodelamento miocardico, pode ser definido como um conjunto de
alteracdes moleculares, celulares, intersticiais e de expressao génica, que se
manifestam clinicamente como alteracdes no tamanho, forma e funcdo do
coracdo apls a lesdo cardiaca (COHN; FERRARI; SHARPE 2000). O
remodelamento cardiaco é dividido em duas fases: remodelamento recente,
gue ocorre em até 72 horas apos o IM, e remodelamento tardio que ocorre
apos 72 horas do IM, mas persiste por varias semanas até a formacdo de uma
cicatriz de infarto madura (ST. JOHN SUTTON; SHARPE, 2000;
RICHARDSON et al., 2015). A relevancia do remodelamento esta associada ao
fato de que, além de resultar em maior prevaléncia de ruptura cardiaca,
arritmias e formacdo de aneurismas, esse processo pode modular o
aparecimento e a progressao da disfungdo ventricular, da insuficiéncia cardiaca
e de morte ap6s o infarto (ZORNOFF et al., 2008). A extensdo do
remodelamento ventricular esquerdo também esté relacionada ao prognéstico,
sendo que quanto maior o grau de remodelamento, pior o prognostico
(FEUERSTEIN; WECK 1999).

O remodelamento ventricular em resposta ao dano do miocardio apos o

IM é caracterizado por dilatagcdo da camara ventricular, hipertrofia dos midcitos
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e aumento do acumulo de colageno em areas remotas ao local do infarto,
levando ao prejuizo da funcdo contrétil e progressivamente a insuficiéncia
cardiaca (PFEFFER; BRAUNWALD, 1990; SUTTON; SHARPE, 2000). Tais
mudancgas, ocorridas jA em longo prazo no miocardio, tornam-se mal-
adaptativas levando ao aumento do estresse de parede e da demanda de
oxigénio e diminuicdo da contratilidade (SUN; WEBER, 2000; LACEY;
TABBERER, 2005).

2.2.1 Dilatagao da camara ventricular

Apébs o IM, a necrose dos midcitos resulta na migracdo de macrofagos,
monadcitos e neutrdfilos para a zona do infarto; isso inicia a sinalizacéo
intracelular e a ativacdo neuro-hormonal, que localiza a resposta inflamatdria
(COHN; FERRARI; SHARPE, 2000). Nesse processo, as células inflamatérias
e midcitos necrdticos secretam e ativam as metaloproteinases de matriz
(MPMs). Essas proteinases degradam o material celular e de matriz auxiliando
macrofagos fagociticos na reabsor¢éo de tecido necrético (RICHARDSON et al;
2015). A desintegracao do colageno interfibrilar pode resultar em deslizamento
de &reas musculares necroticas, com realinhamento dos miécitos na parede
infartada (ZORNOF et al.; 2008). Isso ocorre porque a atividade da proteinase
perturba as fibras e os struts de colageno que sustentam a estrutura dos
cardiomiécitos no miocéardio outrora saudavel (RICHARDSON et al.; 2015).
Esse realinhamento dos miécitos € conhecido como expansao do infarto e
resulta em estreitamento da parede e dilatacdo ventricular além de causar
aumento dos estresses diastolico e sistdlico de parede (ST. JOHN SUTTON;
SHARPE, 2000). Durante esse periodo, os fibroblastos também sé&o
direcionados para o local da lesdo miocardica e comecam a depositar uma
nova matriz de coldgeno que contribui para a formacéo de cicatriz no periodo
pos-infarto imediato (BHATT; VELAZQUEZ, 2017).

A dilatacédo ventricular ocorre em resposta a uma pressao mais alta ou a
um aumento do retorno venoso devido a expansdo do volume (FEUERSTEIN;
WECK, 1999). Esse aumento do volume da cavidade ventricular iniciado na
fase aguda apdés o IM (em até 72 horas) é o promotor do remodelamento
miocardico da fase cronica. Através da lei de Laplace (a tensdo da parede do
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VE é proporcional ao raio da cavidade do VE e inversamente proporcional a
espessura da parede do VE (LITWIN et al., 1991)) é possivel compreender que
uma cavidade dotada de grande raio aumenta a forca exigida para gerar
determinada presséo, isto €, aumenta a pos-carga (TUCCI, 2011). No inicio da
insuficiéncia cardiaca, a dilatacdo pode aumentar a contracdo, mas o aumento
cronico geralmente aumenta o dano cardiaco (FEUERSTEIN; WECK, 1999). A
dilatacdo da cavidade ventricular € reconhecida, ha anos, como fator critico na

determinacao do remodelamento e da disfuncao ventricular (TUCCI, 2011).
2.2.2 Hipertrofia de midcitos

As células do miocérdio ndo podem se dividir para aumentar em
guantidade apos a necrose de midcitos, mas podem aumentar em comprimento
ou em tamanho (volume). Esse processo, conhecido como hipertrofia, ha muito
tempo é reconhecido como consequéncia de sobrecarga ou estiramento em
associacdo com fatores tréficos (FEUERSTEIN & WECK, 1999). A elevacdo do
estresse de parede, causada pela dilatacdo ventricular, resulta em
alongamento dos midécitos, o que é um estimulo para o aumento da atividade
local de norepinefrina e da liberagdo de angiotensina e endotelina. Essas
alteracbes, por sua vez, estimulam a expressdo de proteinas alteradas e a
hipertrofia de miécitos (COHN; FERRARI; SHARPE, 2000). Portanto, os
estimulos iniciais (estiramento, sobrecarga, inflamacédo e citocinas, ativacéo
neuroendocrina e simpato-adrenérgica) levam ao aumento da transcricdo do
gene dos midcitos. A sintese de proteinas contrateis ou reguladoras (por
exemplo, a miosina) e componentes da matriz extracelular (por exemplo,
colageno) € regulada positivamente e/ou a degradacdo (proteindlise ou
colagendlise) € parcialmente inibida. O efeito liquido dessas alteragbes é a
hipertrofia miocardica com ou sem fibrose, que pode contribuir para a
manutencdo da funcao sistélica por um periodo de tempo (FEUERSTEIN &
WECK, 1999).

A estimulagdo simpatica resulta também em aumento do encurtamento
dos miécitos e da freqiéncia cardiaca promovendo hipercinesia do miocardio
nao infartado e compensacéao circulatoria temporaria. Além disso, os peptideos

natriuréticos reduzem o volume intravascular e a resisténcia vascular sistémica,
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normalizam o enchimento ventricular e melhoram a funcdo da bomba (ST.
JOHN SUTTON; SHARPE, 2000). Dessa forma, a funcdo cardiaca é
inicialmente mantida na hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga de
pressdo. No entanto, 0 aumento sustentado de pressdo promove a piora da
funcdo cardiaca, resultando em fracdo de ejecdo reduzida e dilatacdo do
ventriculo esquerdo (SHIMIZU; MINAMINO, 2016). Em contraste com o que
ocorre na hipertrofia adaptativa, na hipertrofia p6s-IM a taxa maxima de
alteracédo da pressao do VE (dP/dt+) diminui com o tempo e, a medida que a
contratilidade do ventriculo diminui, 0 tempo para o pico de tensdo é
prolongado (FEUERSTEIN; WECK, 1999). Com o tempo, 0 estresse cronico
eventualmente progredira para ICC (THAM et al.,, 2015). O resultado final
dessa sequéncia de eventos é a deterioracdo adicional no desempenho
cardiaco e o aumento da ativacdo neuro-hormonal. Além disso, o aumento da
ativacdo da aldosterona e das citocinas também pode estimular a sintese de
colageno, levando a fibrose e remodelamento da matriz extracelular (COHN;
FERRARI; SHARPE, 2000).

2.2.3 Acumulo de coladgeno

A matriz extracelular (MEC) circunda os miécitos cardiacos e €
responsavel pela formacédo de um arcabouco celular que mantém a forma e a
geometria do VE. Dentro da MEC, surge uma interacdo complexa entre
componentes  celulares, como fibroblastos, além de colageno,
metaloproteinases de matriz e moléculas de adesdo da superficie celular
(BHATT; VELAZQUEZ, 2017). O colageno fibrilar € o componente estrutural
mais abundante do tecido cicatricial do infarto e um determinante critico das
propriedades mecanicas em diversos tecidos (RICHARDSON et al., 2015).
Usualmente, as fibras coldgenas sdo firmemente justapostas, com fortes
ligacbes quimicas e resistentes a degradacdo causada pela maioria das
proteases. Algumas enzimas, entretanto, tém atividade colagenolitica, entre as
quais se destacam as metaloproteinases. Essas enzimas se encontram em
forma inativa (proenzima latente), podendo ser ativadas por uma seérie de
estimulos: mecanicos, isquémicos, angiotensina Il, endotelina 1,
catecolaminas, fator de necrose tumoral, interleucina 1, entre outros
(ZORNOFF et al., 2009). A degradacdo do colageno pelas MPMs ¢
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neutralizada pelos inibidores teciduais de MPM (ITMPs). Essas proteinas de
baixo peso molecular formam complexos de alta afinidade com MPMs ativadas
blogueando seus dominios cataliticos (ST. JOHN SUTTON; SHARPE, 2000).
No processo de remodelamento cardiaco, os fibroblastos proliferam e adquirem
caracteristicas contrateis especializadas, diferenciando-se em células
denominadas miofibroblastos. Esses fibroblastos fenotipicamente modulados
secretam grandes quantidades de proteinas da matriz extracelular no infarto
(DOBACZEWSKI; GONZALEZ-QUESADA; FRANGOGIANNIS, 2010). Dessa
forma, o conteddo de colageno produzido apds o IM é o resultado de um
equilibrio altamente regulado entre a secrecdo de colageno e a ativagdo de
MPMs e ITMPs (RICHARDSON et al., 2015).

Apés a formacao de uma cicatriz que equilibra as forcas de distenséo e
retencdo, a sintese de colageno € regulada negativamente e a maioria dos
miofibroblastos sofre apoptose (ST. JOHN SUTTON; SHARPE, 2000). No
processo de amadurecimento da cicatriz também ocorre aumento da
reticulacdo do coldgeno da matriz no miocérdio infartado através da expresséo
aumentada de enzimas de ligacdo cruzada, como a lisil-oxidase (HOLMES;
BORG; COVELL, 2005). A formacdo de uma cicatriz madura composta por
denso colageno reticulado aumenta a resisténcia a tracdo do infarto,
aumentando a rigidez passiva e contribuindo para a disfuncéo diastélica. Como
resultado do remodelamento cardiaco adverso, a excessiva degradacdo
precoce da rede de matriz cardiaca e a formacéo defeituosa ou retardada de
proteinas de matriz recém-sintetizadas podem desempenhar um papel
importante na patogénese da ruptura cardiaca, uma complicacdo dramatica e
fatal do infarto agudo do miocardio. Nos estagios mais tardios da cicatrizacao,
os defeitos na composicdo da matriz extracelular alteram as propriedades
mecanicas do coracado, resultando em aumento da dilatacdo ventricular e
aumento da esfericidade do ventriculo (DOBACZEWSKI; GONZALEZ-
QUESADA; FRANGOGIANNIS, 2010). A figura 1 apresenta um esquema do

desenvolvimento do remodelamento cardiaco adverso pés-IM.
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Figura 1: Desenvolvimento do remodelamento cardiaco adverso apés o IM.
ITMPM: inibidores teciduais de MPM; MPM: metaloproteinases de matriz; PMN:
polimorfonucleares; SNS: sistema nervoso simpatico; SRAA: sistema renina
angiotensina aldosterona; VE: ventriculo esquerdo. Fonte: modificado de
BHATT; VELAZQUEZ (2017).

As diferencas sexuais tem um impacto profundo no processo de
remodelamento cardiaco apés IM. De fato, estudos clinicos observacionais e
estudos post-mortem e experimentais sugerem a presenca de diferencas
importantes no remodelamento entre mulheres e homens (CAVASIN et al.,
2004; GUERRA et al., 1999; O'MEARA et al., 2007; PIRO et al., 2010). A
testosterona tem sido associada a patologia cardiovascular como evidenciado
por uma maior susceptibilidade masculina a doencga cardiovascular. No
entanto, ha evidéncias de que niveis baixos de testosterona enddgenos
também podem estar associados a disfuncéo cardiaca (LUCAS-HERALD et al.,
2017). Diante do exposto, o estudo do papel da testosterona no
remodelamento cardiaco pode contribuir para a melhor compreensédo das

acOes desse andrégeno no sistema cardiovascular.
2.3 Testosterona

Os horménios sexuais masculinos, conhecidos como androgenos,
exercem varios efeitos bioldgicos em muitos 6rgdos alvo através dos efeitos

transcricionais do receptor androgénico nuclear (RA), um fator de transcri¢cao
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dependente de ligante e membro da superfamilia do gene de receptor nuclear
(LUCAS-HERALD et al., 2017). Inicialmente, o andrégeno entra nas células e
se liga ao RA; o complexo RA-ligando dimeriza-se e transloca-se para o nucleo
onde ira se ligar a locais especificos de elementos de resposta ao androgénio
localizados nas regides promotoras dos genes alvo para modular as suas
atividades transcricionais (IKEDA et al., 2012). Além disso, os androgenos
podem ativar vias de sinalizacdo por meio de acdes nédo dependentes de
ligacdo ao DNA através de uma forma associada a membrana do receptor
androgénico classico e um receptor distinto com caracteristicas farmacolégicas
de um receptor acoplado a proteina G (LUCAS-HERALD et al., 2017; WALSH,;
KITCHENS, 2015).

Os andréogenos no corpo humano incluem  testosterona,
diidrotestosterona (DHT), androstenediona e desidroepiandrosterona (DHEA) e
seu sulfato DHEAS (YKEDA et al., 2014). A testosterona (T), principal
andrégeno da circulacdo, é responsavel pelo desenvolvimento e manutencéo
das caracteristicas sexuais masculinas e do estado anabdlico de tecidos
(GEBARA et al., 2002). Alguns dos efeitos da testosterona incluem estimular o
desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias, aumentar a massa
muscular, estimular a eritropoiese e despertar a libido ou o desejo sexual
(ELSHERBINY, 2017). Nos machos, a maior parte da testosterona, cerca de
95%, é secretada pelas células intersticiais do testiculo e é regulada pelo eixo
hipotalamo-hipdfise-testicular. Uma pequena parte da testosterona é produzida
no cortex adrenal (ELSHERBINY, 2017). DHEA e DHEAS, os esteroides
adrenais mais abundantes em humanos, sdo precursores da producao
intracelular de andrégenos e estrogénios em tecidos nao reprodutivos. A maior
parte do DHEA no sangue existe como DHEAS, com 300 vezes mais DHEAS
que o DHEA livre. Portanto, DHEAS é o esterdide adrenal mais

fisiologicamente ativo em humanos (IKEDA et al., 2012).

Na regulacdo da producdo de testosterona, o hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH) é secretado pelo hipotdlamo e estimula a hipoéfise
anterior a secretar duas gonadotropinas: horménio foliculo-estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH). O FSH age nas células de Sertoli dos tubulos

seminiferos para estimular a espermatogénese e o LH €& responsavel pela
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secrecdo de testosterona nas células de Leydig do testiculo (ELSHERBINY,
2017). LH liga-se ao seu receptor nas células de Leydig nos testiculos e
estimula a proteina G estimulatoria (Gs) a ativar a via do AMPc / proteina
quinase A (PKA). Isso promove o transporte de colesterol para a mitocondria e
aumenta a ativacao transcricional de enzimas que codificam genes envolvidos
na biossintese de testosterona. Quando 0s niveis séricos de testosterona sdo
baixos, o colesterol é transportado para a membrana mitocondrial interna
através de um complexo multiproteico em conjunto com a proteina
esteroidogénica aguda (StAR) (AYAZ; HOWLETT, 2015). O colesterol € entéo
convertido em pregnenolona através da enzima de clivagem da cadeia lateral
do colesterol (CYP11Al), que € uma enzima do citocromo P450 (CYP). No
reticulo endoplasmatico ocorrem as préximas etapas da biossintese através
das vias A4 e A5.

Na via A4, a pregnenolona €& convertida em progesterona pela 3B-
hidroxiesteroide desidrogenase (HSD3B) (CAPPER, C. P.; RAE, J. M,
AUCHUS, 2016). O CYP17Al1 converte a progesterona em 17a-
hidroxiprogesterona por uma reacdo de hidroxilacdo e depois a
androstenediona por uma reacao de lise. A testosterona é formada por 17(3-
hidroxiesteroide desidrogenase 3 (HSD17B3) a partir da androstenediona. Na
via A5, o CYP17A1 converte a pregnenolona a 17a-hidroxipregnenolona
através de uma reacdo de hidroxilagdo, seguida por uma reacédo de lise para
produzir desidroepiandrosterona (DHEA) o qual € convertido em
androstenediona por HSD3(B. Na etapa final, HSD1783 converte a
androstenediona em testosterona. (AYAZ; HOWLETT, 2015).

Testosterona, DHT e estradiol inibem a secre¢cdo de GnRH, LH e FSH
pelo hipotdlamo e hipofise através de feedback negativo (WALSH; KITCHENS,
2015). No plasma, cerca de 2% da testosterona circula livre, 44% circulam
ligadas a globulina ligadora de esteroides sexuais (SHBG) e 54% ligam-se a
albumina e a outras proteinas. As fracdes livre e ligada a albumina estdo
prontamente disponiveis para os tecidos, sendo a juncdo dessas duas
denominada testosterona biodisponivel (SA et al., 2009). Aproximadamente 5%
da testosterona sérica produzida em homens sofre 5a-reducéo para formar um

androgeno mais potente, a diidrotestosterona (DHT). A DHT tem trés vezes
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maior afinidade que a testosterona e 15 a 30 vezes maior afinidade que os
andrégenos adrenais para os RAs (IKEDA et al., 2012). A testosterona também
exerce efeitos indiretos através da ativacdo de receptores de estrogénio, pois
cerca de 0,5% desse androgeno sofre aromatizacdo sendo convertido em
estradiol pela enzima aromatase (RUIGE; OUWENS; KAUFMAN, 2013). As
células endoteliais, musculares lisas, macrofagos e plaquetas expressam
aromatase e 17-B-hidroxiesteroide desidrogenase, permitindo que o estradiol
seja produzido localmente, a partir de precursores circulantes como
testosterona e DHEA (SA et al., 2009). A inativacdo da testosterona ocorre
predominantemente no figado. A r4pida metabolizacdo hepéatica da
testosterona leva a baixa biodisponibilidade oral e a curta duragdo do efeito,

guando injetada por via intravenosa (GEBARA et al., 2002).

A testosterona € secretada durante trés épocas da vida: 1) no primeiro
trimestre da vida intra-uterina, transitoriamente; 2) na vida neonatal e 3)
continuamente apos a puberdade (GEBARA et al., 2002). O envelhecimento
nos homens é acompanhado por lento e progressivo declinio da funcao
gonadal, manifestado pela queda da testosterona total circulante, biodisponivel
e livre, sendo que os niveis da testosterona biodisponivel e livre caem mais
acentuadamente do que a testosterona total em decorréncia da elevacao dos
niveis de SHBG verificada com o avancar da idade (SA et al., 2009). O
hipogonadismo é um distirbio enddcrino que ocorre quando o organismo nao
produz niveis fisiolégicos de testosterona. A confirmacdo laboratorial da
deficiéncia de testosterona € realizada rotineiramente com base em baixas
concentragbes séricas totais de testosterona (ELSHERBINY, 2017). Os
métodos mais largamente utilizados para a mensuracdo da testosterona
plasmatica total sdo o radioimunoensaio e 0s ensaios por quimioluminescéncia,
gue podem ser realizados direta ou indiretamente no soro ou plasma, apés
extracdo, com ou sem cromatografia. No tratamento da deficiéncia de
testosterona, as formulagcdes deste andrégeno disponiveis para uso clinico sao
intramuscular, transdérmica, bucal, oral e para implante subcutaneo, sendo a

primeira a mais amplamente utilizada (SA et al., 2009).

Apesar da popularidade da suplementacéo de testosterona em homens

mais velhos, ainda ndo se compreende totalmente como a testosterona afeta o
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coracao (ELSHERBINY, 2017). A reposicao de testosterona em homens jovens
com doencas do eixo pituitario-gonadal é claramente benéfica, mas ha poucos
dados sobre os riscos ou beneficios da testosterona para o0 sistema
cardiovascular de homens com declinio da testosterona relacionado a idade
(WALSH; KITCHENS, 2015). A Sociedade Americana de Endocrinologia e o
FDA divulgaram comunicados sobre a seguranca de medicamentos para refletir
sobre o potencial aumento dos riscos cardiovasculares associados ao
tratamento de reposicdo de testosterona e encorajaram investigacdes
adicionais nessa éarea. Tanto a FDA como a Sociedade Americana de
Endocrinologia recomendam informar o0s pacientes sobre esses riscos
potenciais e acompanhar o tratamento com monitoramento regular
(ELSHERBINY, 2017).

2.3.1 Testosterona e o sistema cardiovascular

Receptores de andrégenos (RA) sdo ubiqguamente expressos em quase
todos os tecidos de mamiferos, incluindo células do sistema cardiovascular,
como musculo liso vascular e células endoteliais, fibras miocardicas,
macrofagos e plaquetas (RUIGE; OUWENS; KAUFMAN, 2013). A descoberta
de RA em midcitos sugere que a testosterona pode modular a funcao cardiaca,
pelo menos em parte, pelos seus efeitos nessas células. Uma vez que a
contracdo cardiaca é iniciada por um aumento transitério do calcio (Ca®")
citosolico nos cardiomidcitos individuais, os efeitos da testosterona na funcao
contratil podem estar relacionados com 0s mecanismos envolvidos no manejo
intracelular de Ca®* (AYAZ; HOWLETT, 2015). O célcio é um mediador chave
da funcéo celular miocardica. Esse ion inicia a contracdo e regula a forca
contrati a cada batimento. O calcio também age como um segundo
mensageiro para as vias de transducgdo de sinal que modulam o metabolismo,
o crescimento de células hipertroficas e a apoptose (SCHWERTZ et al., 2004).
Sabe-se que a testosterona aumenta o influxo de calcio no miécito (VICENCIO
et al., 2006). Essa acdo da T estad relacionada a outros efeitos desse
androgeno no coragdao, como por exemplo, inducdo de hipertrofia cardiaca, a

alteracdo na contratilidade cardiaca, e inducao de apoptose.
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O cross-talk entre as vias de sinalizacdo citosolica e nuclear esta
envolvido na hipertrofia cardiaca induzida por testosterona (LUCAS-HERALD et
al., 2017). Estudo de Duran et al., 2016 mostrou que a testosterona aumenta a
atividade do NFAT (fator nuclear de células T ativadas) através da ativacédo da
calcineurina e da inibicdo da GSK-3R3. Além disso, a sinalizacdo via RA modula
a atividade transcricional do NFAT, o que contribui para o desenvolvimento da
hipertrofia do midcito cardiaco.

Na via de sinalizacdo para inducdo da hipertrofia cardiaca através da
ativacdo da calcineurina, os androgénios interagem com um RA associado a
proteina G na membrana plasmatica. Esta proteina G € acoplada a fosfolipase
C. Esse acoplamento induz a geracao de diacilglicerol, que funciona como um
ligante intracelular da proteina quinase C (PKC), levando a ativacao da PKC, e
a producéao de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). Acumulo de IP3 leva a mobilizacdo
do Ca*' interno pela ligacdo direta ao receptor IP3 localizado no reticulo
endoplasmatico ou no envelope nuclear (HEINEKE; MOLKENTIN, 2006). O
aumento da concentracdo de calcio citoplasmatico leva a ativacao de efetores
dependentes de Ca®" no citosol, incluindo calmodulina e calcineurina
(VICENCIO et al.,, 2011). A calcineurina € uma fosfatase e possui duas
subunidades, CnA e CnB. CnA é a subunidade catalitica e inclui o dominio de
ligacdo a calmodulina, enquanto a CnB € a subunidade regulatéria (BERS,
2008; WILKINS; MOLKENTIN, 2004). Em baixas concentracdes de célcio, a
calmodulina ndo se liga ao complexo, e o dominio auto-inibitério da CnA
blogqueia estericamente o sitio ativo. A medida que a concentracéo de célcio se
eleva, esse ion se liga a calmodulina, facilitando uma maior interacdo desta
com a CnA, o que leva a um desvio conformacional, de modo que o dominio
autoinibitério ndo obstrua mais o sitio ativo (WILKINS; MOLKENTIN, 2004).
Apoés a ativacdo pelo complexo calcio-calmodulina, a calcineurina desfosforila
NFAT, causando sua importacdo para o nucleo, onde NFAT atua na ativacao
da transcricédo génica hipertréfica (HEINEKE; MOLKENTIN, 2006).

A testosterona também aumenta a atividade do NFAT através da
inibicdo da GSK-3R nos midcitos cardiacos. A GSK-33 € um importante fator
anti-hipertréfico nas células cardiacas que regula tanto a residéncia nuclear

quanto a atividade do NFAT. No nucleo, a GSK-3B pode fosforilar o dominio
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regulatorio N-terminal de NFAT e, assim, promover a exportacdo nuclear de
NFAT e, consequentemente, controlar suas acgdes transcricionais (DURAN et
al., 2016). A T promove ativagdo de AKT através da via PI3K/AKT levando a
fosforilacdo e inibicdo da GSK-3B3, com subsequente ativacdo de NFAT e
estimulacdo da hipertrofia cardiaca. (DURAN et al.,, 2016; WILKINS;
MOLKENTIN, 2004).

Diversos estudos encontraram diferencas relacionadas ao sexo no
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca (MARSH et al., 1998; DEDKOQV et al.,
2016; LITWIN et al.,, 1999). Marsh et al., 1998, mostraram que o gene do
receptor de andrégeno é expresso especificamente em midcitos cardiacos e
que os andrégenos podem mediar uma resposta hipertrofica significativa
diretamente em midcitos cardiacos. Dedkov et al.,, 2016 verificaram que,
enquanto em ratas, a dinamica das mudancas na geometria do VE
permaneceu relativamente similar durante o periodo pés-infarto do miocardio,
em ratos machos, o VE adquiriu um padrao estrutural compativel com
hipertrofia excéntrica entre 6 e 8 semanas apds o IM. Esse grupo também
encontrou que, poés-IM, ratas apresentaram funcdo sistdlica do VE e
desempenho cardiaco em repouso significativamente maior do que os machos.
Em estudo de Litwin et al., 1999, ratos machos desenvolveram um padrédo de
enchimento diastélico acentuadamente restritivo, mas as mudancas no padréao
de enchimento do VE foram muito menos pronunciadas nas ratas, as quais
mostraram um aumento menor na espessura da parede posterior ndo infartada,

mas com aumentos comparaveis na dimensao da cavidade.

Além de relacionar-se com a hipertrofia cardiaca, a sinalizacéo
dependente de Ca?* também esta envolvida nas vias de morte celular. Quando
os cardiomidcitos estdo sobrecarregados com Ca?* (por exemplo, na
reperfusdo apos isquemia), as mitocondrias podem absorver temporariamente
grandes quantidades de Ca**, limitando assim a hipercontragéo, a ativacao de
proteases dependentes de Ca®" e arritmias. Alta concentracdo de Ca?'
mitocondrial ativa o poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP) o
gue dissipa imediatamente o potencial de membrana mitocondrial e libera
calcio para o citosol. Essa exacerbagdo da sobrecarga citosolica do Cca®

resulta em hipercontracdo, deplecdo de ATP e morte celular. As proteases
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dependentes de calcio também podem ser ativadas durante a sobrecarga
desse ion clivando proteinas-chave como troponina I, o que pode estar
envolvido na disfungéo contratil de longo prazo associada ao dano miocardico
(BERS, 2008). Estudo de Guerra et al., 2009 verificou que em pacientes com
insuficiéncia cardiaca, a taxa de necrose e apoptose de miocitos apresentou-se
maior em homens do que em mulheres o que foi associado com um inicio mais
precoce da doenca no sexo masculino. Estas observacdes sugerem que a
perda crénica de miécitos desempenha um papel critico no inicio da disfuncao
ventricular e sua progresséo para descompensacao cardiaca grave (GUERRA
et al., 2009). Quando o insulto isquémico € severo, a testosterona pode
contribuir para 0 manejo patolégico de Ca®" e a sobrecarga desse fon no
miécito (BELL et al., 2011) ajudando a explicar a maior taxa de morte de

mioécitos observada no sexo masculino.

No que se refere a contratilidade miocardica, estudos sugerem que a
testosterona aumenta a corrente de entrada de Ca?* no miécito através dos
canais de célcio do tipo L (ER et al., 2007; MICHELS et al., 2006). O influxo de
Ca”* via canais de Ca*" tipo L é o principal gatilho para a liberacdo de calcio do
reticulo sarcoplasmaético. Assim, a acdo da testosterona na corrente de célcio
pode ter efeitos importantes sobre a contratilidade cardiaca no coracao
saudavel, como aumento do pico de contracdo e da taxa de relaxamento
(AYAZ & HOWLETT, 2015). Porém, estudo de Ribeiro Janior et al., 2018
indica que apés o IM a testosterona pode promover a piora da contratilidade
miocardica. Esse grupo verificou que ratos orquidectomizados e infartados
mantiveram a forca de contragcdo no ventriculo esquerdo acompanhado de
aumento na expressdo da SERCA-2a e do transiente de célcio comparados
com machos infartados com preservacdo dos testiculos. Esses resultados
indicam que a orquidectomia preveniu a disfuncdo da contratilidade induzida
por infarto do miocardio em ratos machos, provavelmente devido a um
aumento do transiente de calcio e aumento da expresséo da proteina SERCA-
2a. Esta resposta foi prejudicada no grupo infartado, mas a orquidectomia
impediu esse comprometimento (RIBEIRO JUNIOR et al., 2018).

E claro que os efeitos gendmicos e ndo gendmicos induzidos pelos

androgenos tém implicacbes para o desenvolvimento de doencas
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cardiovasculares. Esses efeitos variam desde a protecdo, como a reducéo da
massa gorda, até a ativacdo deletéria das vias de sinalizacao pro-apoptoticas e
pro-oxidantes. Por conseguinte, ainda ndo foi alcancado um consenso sobre 0s
efeitos da testosterona no sistema cardiovascular (LUCAS-HERALD et al.,
2017). Diante do exposto, hipdtese formulada no presente estudo foi que a
deficiéncia de testosterona pode amenizar o remodelamento adverso por

alterar caracteristicas relacionadas a morfologia celular e/ou a contratilidade

cardiaca e balanco de célcio no midcitos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da orquidectomia sobre aspectos morfologicos e
funcionais no ventriculo esquerdo de ratos, 8 semanas apos o infarto agudo do

miocardio.
3.2 Objetivos Especificos
Avaliar:

e Os dados ponderais e hemodinamicos dos animais;

e A area de seccdo transversal dos midcitos na area remota ao IM no VE;
e A quantificacdo de colageno intersticial na area remota ao IM no VE;

e A contratilidade dos musculos papilares do VE;

e O leito coronariano no VE.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Neste estudo foram utilizados 79 ratos Wistar machos com 8 semanas
de idade e peso aproximado de 280g, provenientes e mantidos pelo Biotério
Central do Centro de Ciéncias da Saude da UFES. Para a realizagdo dos
experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas com livre acesso a
ingestado de agua e racdo e em ambiente com ciclo claro-escuro de 12/12h e
temperatura de 22+2°C. O uso e cuidado destes animais experimentais foram
realizados de acordo com o0s principios éticos da pesquisa com animais,
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
bem como o descarte das carcacas e tecidos apdés 0 uso nos protocolos
experimentais que serdo descritos. Os protocolos experimentais foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES) sob o numero 15/2016.

4.2 Delineamento Experimental

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos

experimentais (figura 2), a saber:

» Grupo Sham: submetido a cirurgia ficticia de infarto do miocardio;

e Grupo orquidectomizado (OQT): submetido a orquidectomia;

o Grupo infartado (IM): submetido a indugéo do infarto do miocardio;

e Grupo orquidectomizado e infartado (OQT+IM): submetido a

orquidectomia e apés 1 semana a inducédo do infarto do miocardio.

Apés a cirurgia de inducdo do IM, aguardou-se 2 meses para a
continuacdo dos experimentos. O intervalo de 60 dias é necessario para
garantir que o remodelamento cardiaco nos cora¢gBes dos animais esteja no
estagio tardio de sua evolucdo (FERNANDES et al., 2015; ST. JOHN SUTTON;
SHARPE, 2000). Nesse intervalo de 2 meses, os animais foram pesados
quinzenalmente a fim de verificar se houve diferengca no ganho de peso entre

0S grupos.
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=280g

oQT IM oQT + IM SHAM

Figura 2: Divisdo em grupos experimentais. Fonte: proprio autor.

Apols as avaliagbes hemodindmica e ponderal, os ratos foram ent&o
sacrificados, e os coracdes dos animais foram submetidos a andlise histolégica
e moldagem vascular por corrosdao. Os moldes vasculares foram

posteriormente analisados por microscopia eletronica de varredura (MEV).

Esse estudo consistiu também da avaliacdo da contratilidade dos
musculos papilares do VE tanto em situacdo basal (na presenca de 1,25 mM
de calcio) quanto em presenca do agonista beta-adrenérgico isoproterenol. Na
figura 3 é apresentada a sequéncia temporal em que os procedimentos foram

realizados.

Avaliacao ponderal ,
hemodinamica,
[ Indugao do IM ] histologia, corrosao e
estudo de contratilidade

[ Orquidectomia ]
l J [Pesagem dos animais] J

O O OO0 O

Figura 3: Sequéncia temporal do experimento. Fonte: préprio autor.

A 4

4.3 Realizagdo da orquidectomia

Nesse procedimento, os animais foram anestesiados via intramuscular
com mistura de Cetamina (50mg/kg) e Xilazina (10mg/kg). Apds assepsia do

escroto com alcool iodado, realizou-se uma pequena incisdo na extremidade
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posterior de cada escroto para exposi¢cdo dos testiculos por compressao. O
funiculo espermético foi amarrado na altura do canal deferente, os testiculos
foram removidos e posteriormente realizou-se a sutura do escroto (figura 4)
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2018). Apds o procedimento cirlrgico os animais
ficaram em observacdo em gaiolas individuais e receberam agua e ragéo “ad

libitum”.

Figura 4: Realiza¢do da orquidectomia. Fonte: arquivo pessoal.

4.4 Inducéo do infarto do miocardio

Os animais dos grupos IM e OQT+IM foram submetidos a cirurgia de
oclusdo da artéria coronaria interventricular anterior para indu¢do do infarto,

como descrito a seguir:

Os animais foram anestesiados com mistura de Cetamina (50 mg/kg) e
Xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal. Em seguida, realizou-se a tricotomia do
hemitérax esquerdo e posteriormente a toracotomia deste mesmo lado entre o
terceiro e quarto espaco intercostal, onde o coragdo causa impacto a palpacéao.
Os musculos intercostais e peitoral foram divulsionados, as costelas separadas
e 0 coracao gentilmente exteriorizado por compressédo lateral do térax para
visualizacdo do ramo interventricular anterior da artéria coronaria. Em seguida,
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a referida artéria foi ligada, entre a borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria
pulmonar, aproximadamente 3 milimetros distalmente a sua origem, atraves do
uso de fio mononylon 6,0. O coracédo foi entdo reposicionado na cavidade
toracica e o torax foi fechado por sutura em bolsa previamente preparada. O
procedimento cirdrgico do infarto, apds abertura do térax durou no maximo 30
segundos. Hiperinsuflacdo pulmonar foi realizada quando os movimentos
respiratérios ndo eram reassumidos espontaneamente. (SELYE et al., 1960
modificado por MILL et al., 1990). A figura 5 mostra a exteriorizacdo do coracao
de rato durante o procedimento de infarto experimental. Através de tal
procedimento, obtivemos infartos transmurais, nos quais a necrose miocardica
envolve a espessura total da parede livre do ventriculo esquerdo, sem
comprometimento do septo interventricular (PFEFFER et al., 1979). O grupo
sham foi submetido ao mesmo procedimento cirdrgico, exceto pela ligacdo da

artéria coronariana.

> .

'L“T"‘“ -

Figura 5: Infarto experimental. Exteriorizagdo do coracao para sutura da artéria
coronaria interventricular anterior. Fonte: ZORNOFF et al., 2009.

4.5 Avaliacéo ponderal

No intervalo de dois meses entre a inducdo do infarto e a avaliagao
hemodinamica, os animais foram pesados quinzenalmente com o objetivo de
avaliar se houve diferengca no ganho de peso dos animais nos diferentes
grupos.

A avaliacdo ponderal consistiu também da pesagem dos animais no dia
do procedimento hemodindmico, da pesagem dos coracdes e dos pulmdes
umidos e secos (secagem em estufa por 48h). Através desses parametros
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realizamos o calculo do teor de agua dos pulmdes e também de duas razdes:
razao entre o peso dos pulmdes e o peso corporal e a razdo entre o peso do
coracao e o peso corporal. O célculo do teor de agua nos pulmdes foi obtido a

partir da seguinte formula:

(peso umido dos pulmodes—peso seco dos pulmdes

Teor de dgua nos pulmoes (%)=

]x100

peso umido dos pulmédes

Sendo que o peso umido dos pulmdes é o valor obtido com a pesagem
do 6rgdo logo apoOs sua extracdo e 0 peso seco é obtido apds os pulmdbes
permanecerem por 48h em estufa a 40°C. O teor de agua dos pulmdes € um
indicador sensivel para se caracterizar a presenca de congestdo pulmonar em
animais infartados (TUCCI, 2011).

No que se refere a razado entre o peso do pulmédo e o peso corporal,
sabe-se que o0 aumento desse parametro esta associado ao processo de
remodelamento pulmonar que ocorre apos o IM, caracterizado pela presenca
de hipertensédo pulmonar e faléncia cardiaca crénica (FRANCIS et. al., 2001;
HUANG et al., 2000) Ja o aumento da razéo peso do coracdo e peso corporal &
indicativo indireto de hipertrofia cardiaca (ANVERSA et al., 1991).

4.6 Avaliacdo hemodinamica

As medidas hemodinamicas foram realizadas em todos 0s animais apés
a anestesia com uretana (1,2g/kg) intraperitoneal. A profundidade anestésica
foi avaliada pela resposta ao estimulo doloroso com suplementacdo da dose
anestésica, quando necessario. Resumidamente, inseriu-se na artéria carotida
comum direita um cateter de polietiieno (PE50) preenchido com salina e
heparina. O cateter foi conectado a um transdutor de pressao acoplado a um
sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Byopac Systems, Inc; CA). Apés um
periodo de 10 minutos de estabilizacdo, a pressdo arterial foi registrada. O
cateter foi entdo introduzido no VE para afericdo da pressao ventricular por
cerca de 5 minutos apoés estabilizacdo. Apoés a retirada do cateter do ventriculo
esquerdo, a pressao arterial foi medida novamente para determinar se ocorreu
dano a valvula aértica. Posteriormente, os dados foram analisados utilizando o

software LabChart, versdo 7 (AD Instruments, Castle Hill, Australia) para
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aguisicdo dos seguintes parametros: frequéncia cardiaca, pressao arterial
sistdlica, diastélica e média, pressdo diastélica final do ventriculo esquerdo
(PDfVE), presséo sistolica do ventriculo esquerdo (PSVE) e derivadas de
pressdo positiva e negativa (dP/dtx). Em seguida, sacrificou-se o animal

através de deslocamento cervical.
4.7 Avaliacao histolégica
4.7.1 Processamento dos tecidos

Os coracbOes foram cortados em 3 seccbes transversais: apice, anel
mediano (aproximadamente 3 mm) e base. O anel mediano foi conservado em
formalina 4% por 48 horas e depois incluido em parafina. Para tal, os seguintes
passos foram seguidos:

a) etanol 70% por 60 minutos

b) etanol 80% por 60 minutos

c) etanol 90% por 60 minutos

d) etanol 100% por 60 minutos

e) etanol 100% por 60 minutos

f) etanol 100% por 60 minutos

g) xilol+etanol (1:1) por 30 minutos
h) xilol por 30 minutos

i) xilol por 30 minutos

J) xilol por 30 minutos

k) parafina a 60°C por 30 minutos
) parafina a 60°C por 30 minutos
m) parafina & 60°C por 30 minutos

n) inclusdo em parafina a 60°C em formas e secagem.

Os blocos de parafina foram secos em temperatura ambiente por no
minimo 24 horas. ApOGs secagem dos blocos, realizou-se a microtomia dos
mesmos obtendo-se secc¢des histoldgicas de 6 micrometros de espessura com
intervalo de 100 micrémetros entre elas utilizando micrétomo manual da marca
LEICA (modelo RM2125 RTS).
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Foram confeccionadas laminas histolégicas contendo em média 4 cortes
cada e realizou-se dois tipos de coloragcédo para cada animal: Picrossirius red e
hematoxilina e eosina (HE). As laminas coradas com Picrossirius red foram
utilizadas para o célculo da éarea de infarto e para a quantificacdo da
porcentagem de colageno intersticial no VE. As laminas coradas com HE foram
utilizadas para o calculo da &rea de seccgéo transversal dos miécitos no VE.
Todas as analises foram feitas pelo mesmo observador.

4.7.2 Céalculo da area de infarto

Para o célculo das areas de infarto, as laminas coradas por Picrossirius
red foram fotografadas utilizando lupa binocular da marca Zeiss (modelo
STEMI 2000C) acoplada a camera Zeiss (modelo AxioCam ERc 5s). As areas
de IM foram calculadas em porcentagem, através da divisdo do perimetro da
cicatriz na superficie endocardica (CEN) pelo perimetro endocéardico total
(PEN) mais o perimetro da cicatriz epicardica (CEP) dividido pelo perimetro
epicardico total (PEP) dividido por 2 e multiplicado por 100 (PFEFFER;

PFEFFER; BRAUNWALD, 1985).
CEN ,( CEP

Formula: WNTW] X100

A figura 6 mostra as regides do coracao utilizadas no calculo da area de
infarto. As imagens foram analisadas através do programa Image J.

FEP PEN
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Figura 6: Cortes de coracdo corados com Picrossirius red demonstrando o
perimetro epicardico total (PEP), perimetro endocardico total (PEN), o
perimetro da cicatriz na superficie endocéardica (CEN) e o perimetro da cicatriz
epicardica (CEP). Fonte: FERNANDES et al., 2010.
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4.7.3 Quantificacdo de colageno

Para a quantificacdo do colageno, os cortes foram fotografados
utilizando objetiva de 40x em microscopio 6tico da marca Zeiss (modelo Primo
Star) acoplado a camera Zeiss (modelo AxioCam ERc 5s). Foram fotografados
10 campos aleatdrios por lamina na regido remota ao infarto no VE, evitando
areas com grandes vasos sanguineos. Através do programa Image J, avaliou-
se em cada foto a porcentagem da imagem corada em tom avermelhado pelo
Picrossirius red, que corresponde a area de colageno intersticial (ALMEIDA et
al, 2014).

4.7.4 Calculo da érea de seccao transversal de miécitos

Para avaliar a presenca de hipertrofia de midcitos, os cortes corados em
HE foram fotografados em objetiva de 40x utilizando microscopio da marca
Zeiss (modelo Primo Star) acoplado a camera Zeiss (modelo AxioCam ERc 5s).
As imagens foram feitas na regido remota ao infarto no VE. Através do
programa Image J, realizou-se a medida da area de 50 midécitos por lamina,
sendo avaliadas apenas as células posicionadas perpendicularmente ao plano
de secdo e que possuiam nucleo visivel além de membrana celular claramente
delineada e ininterrupta. (ALMEIDA et al, 2014).

4.8 Avaliacao da contratilidade dos musculos papilares do VE

Apos o sacrificio dos animais e abertura do térax, o coracao foi removido
e a aorta perfundida com solucdo nutridora de Krebs previamente oxigenada
com mistura carbogénica. O musculo papilar posterior do VE foi dissecado e
colocado em solucao nutridora de Krebs composta por NaCl 120 mM, KCI 5,4
mM, CacCl, 1,25 mM, MgCl, 1,2 mM, NaH,PO,4 2 mM, Na,SO,4 1,2 mM, NaHCO3
27 mM e glicose 11 mM. Essa solucgéao foi gaseificada com mistura carbogénica
contendo 5% de CO, e 95% de O,, a uma temperatura de 30° C.

Os musculos foram entdo fixados pelas suas extremidades e
estimulados por meio de eletrodos de prata posicionados paralelamente ao seu
comprimento. A estimulagao durava 10 ms. Utilizou-se voltagem de 1,5 vezes o
limiar para provocar a resposta mecanica do musculo (cerca de 8 mV) a uma

frequéncia de 0,5 Hz. Um transdutor de for¢ca isométrica modelo TSD 125
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(Byopac Systems, Inc; CA) foi utilizado para medir a forca desenvolvida, a qual
foi analisada no sistema de aquisicdo de dados do software AcgKnowledge
(Byopac Systems, Inc; CA). Apos um periodo de estabilizacdo de 15 minutos,
0s musculos foram estirados gradualmente até a tensdo desenvolvida atingir o
nivel maximo no qual foi determinado 0 Lmna. Também foram registrados o
tempo de ativacdo (TA) e tempo de relaxamento (TR) em ms, a forca
isométrica méxima produzida corrigida pelo peso umido dos masculos em g/g e
as derivadas maxima (dF/dt") e minima (dF/dt) de forca. ApOs essas medidas
iniciais, as preparacdes foram submetidas a outro periodo de estabilizacdo com
duracdo de 30 minutos para a avaliagdo da resposta contratil ao agonista beta-
adrenérgico isoproterenol.

4.8.1 Avaliacdo daresposta contréatil dos papilares do VE ao
isoproterenol
A resposta contratil ao isoproterenol, um agonista beta-adrenérgico nao
seletivo, foi realizada apés a preparacédo ter sido perfundida com solucdo de
Krebs contendo concentracéo de calcio 0,62mM. Apdés a estabilizacdo funcional
da preparacdo, adicionou-se ao banho isoproterenol na dose de 1x10™M.
Avaliou-se entdo a forca isométrica maxima produzida corrigida pelo peso
Umido dos muasculos em g/g e as derivadas maxima e minima de forca.
Avaliou-se também a cinética de ativacdo e relaxamento na curva dose-

resposta ao isoproterenol variando a concentracéo do agonista de 107 a 10M.
4.9 Moldes vasculares por corroséao

Para realizacdo da moldagem vascular por corrosédo foi utilizada a resina
epoxi BIODUR E20®. Ap6s o procedimento hemodinamico, o animal teve seu
térax e abdémen abertos e a veia cava inferior foi cortada para drenar o sangue
do animal. Em seguida, a artéria aorta foi amarrada a cerca de 1cm do coragdo
e foram amarrados também o0s vasos sanguineos que fazem ligacao entre o
coragao e os pulmdes. Posteriormente, a fim de remover o sangue do coracao,
injetou-se cerca de 50 mL de solucéo salina heparinizada (10Ul/mL) atraveés do
cateter de polietileno que ja estava inserido na artéria carétida comum direita
devido ao procedimento hemodinamico. Apos a remocéo de todo o sangue do

coracgao, injetou-se lentamente, sob pressdo manual, 3mL da resina BIODUR
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E20® pelo mesmo cateter. Retirou-se entéo o coracdo que foi armazenado em
dgua a temperatura ambiente por 48 horas para completa polimerizacdo da
resina. Em seguida, os coracdes foram imersos em solucdo de hidroxido de
potassio a 7% por 3 dias para corrosdo de todo material biolégico. Finalmente,
as pecas foram lavadas em fino jato de agua para retirada de qualquer material
biolégico ainda presente e armazenadas em alcool 90% para posterior analise
por microscopia eletronica de varredura (MEV).

4.10 Anéalise Ultraestrutural

Para analise no MEV, os moldes foram desidratados através de 3
banhos de 1 hora cada em &lcool absoluto e secos por 3 dias em estufa a
40°C. Posteriormente, as amostras foram montadas em stubs de aluminio
utilizando fita de carbono condutora dupla face. Em seguida, o material foi
revestido por ouro no metalizador em argoénio a 30mA por 2 minutos.
Finalmente realizou-se a MEV com filamento de tungsténio (W) operado a
20KV e distancia de trabalho de 15mm.

As fotomicrografias foram obtidas na regido proxima a artéria coronaria
descendente anterior dos coracfes, utilizando aumentos variando de 150 a
2500X para realizagdo da andlise qualitativa das amostras. Nessa analise
foram avaliadas as caracteristicas da arquitetura tridimensional dos vasos
sanguineos, como por exemplo: a uniformidade dos arranjos dos vasos, as

alteracdes no diametro e na direcao das ramificac6es dos vasos.

Realizou-se também analise quantitativa do indice de densidade
vascular dos coracdes. Para essa andlise foram obtidas 5 micrografias de cada
coracao (n=4 animais por grupo) num total de 20 fotos por grupo com aumento
de 500X e utilizou-se no programa de computador Image J a ferramenta
Threshould para escolher um ponto de corte para 0s niveis de cinza das
imagens obtidas no MEV. Os niveis de cinza superiores a esse ponto foram
ajustados para branco (referem-se a area vascular) e os niveis inferiores foram
ajustados para preto (referem-se a area avascular), criando assim uma imagem
binaria. O programa de computador calcula a proporgéo entre a area branca e

a area total na imagem binaria, fornecendo assim a propor¢cdo entre area
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vascular e avascular na imagem, o que corresponde ao indice de densidade
vascular (GEGLER, 2007; SCHRAUFNAGEL; SCHMID, 1988).

4.11 Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como média = erro padrdo da média
(EPM). Analise de variancia (ANOVA) de uma via ou duas vias foram
usadas para avaliar diferencas entre os grupos, seguida de post hoc de
Tukey ou Bonferroni. A comparacdo entre as areas de infarto foi realizada
através do teste “t” de Student ndo pareado. Os niveis de significancia
foram considerados quando p<0,05. Para analise dos dados foi utilizado o

programa estatistico GraphPad Prism 6.0.
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5 Resultados
5.1 Variacao do peso corporal com o tempo

Os animais foram pesados quinzenalmente durante os 60 dias
anteriores ao procedimento hemodinamico. Observou-se em todos 0s grupos o
aumento do peso corporal no decorrer do tempo, porém, enquanto o peso
corporal do grupo OQT+IM foi similar ao sham durante todo o periodo
analisado, percebe-se que na semana 4 o grupo IM apresentou peso corporal
menor que os grupos sham e OQT+IM. Na semana 6 o peso corporal do grupo
IM foi menor que dos grupos sham, OQT e OQT+IM. Na semana 8, o peso do
grupo IM foi menor que o do grupo sham (figura 7). A perda de peso mais
significativa no grupo IM pode ser indicativo de morbidade nesse grupo, pois a
perda de peso é uma caracteristica da insuficiéncia cardiaca crénica avancada
(ANKER; SHARMA, 2002).
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Figura 7: Variacdo do peso corporal dos animais no decorrer do tempo. Dados
representados como média + EPM. Para analise estatistica utilizou-se ANOVA
duas vias para medidas repetidas seguida de post hoc de Bonferroni.*p<0,05
versus Sham; #p<0,05 versus OQT; +p<0,05 versus OQT+IM.

5.2 Dados ponderais

O peso dos animais foi medido no dia do procedimento hemodinamico.
N&o houve diferenca significativa nos pesos dos animais de diferentes grupos
(Tabela 1).
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O peso corporal também foi utilizado para o calculo das razées peso do
coracao/peso corporal (Pcor/PC) e peso umido dos pulmdes/peso corporal
(Ppu/PC). Conforme esperado, a razdao PCor/PC aumentou nos grupo IM e
OQT+IM quando comparados aos grupos OQT e sham, indicando presenca de
hipertrofia cardiaca nos grupos submetidos ao infarto. A razdo Ppu/PC
apresentou-se aumentada no grupo IM relacdo aos grupos Sham e OQT e
também no grupo OQT+IM quando comparado ao Sham, evidenciando o
processo de remodelamento pulmonar que ocorre apés o IM, o qual é
caracterizado pelo aumento da razdo peso do pulmdo/peso corporal e €
indicativo de faléncia cardiaca crénica (HUANG et al., 2000). Nao foram
encontradas diferencas estatisticas em relacdo ao parametro teor de agua nos
pulmdes, indicando auséncia de edema pulmonar no remodelamento tardio
pés-IM (JASMIN et al., 2003; DIXON et al., 2013).

Tabela 1. Dados ponderais.

Parametro Sham (N=10) OQT (N=10) IM(N=10) OQT+IM (N=10)
Peso corporal (g) 450 + 8 422 +5 447 + 8 437 7
Pcor/PC (mg/g) 3,91+ 0,17 3,88+ 0,18 5,24+ 0,36*" 5,47+ 0,32*"
Ppu/PC (mg/g) 3,89+ 0,19 4,01+ 0,13 5,19+ 0,29*" 4,81+ 0,29*
Teor de agua 77,52+ 0,23  78,41+0,33 78,26+ 0,21 78,39+ 0,25

nos pulmoes (%)

Legenda- Pcor: peso do coracdo; PC: peso corporal; Ppu: peso Uumido dos
pulmdes. *p<0,05 versus Sham; #p<0,05 versus OQT. Para analise estatistica
foi utilizada ANOVA 1-via seguida de post hoc de Tukey.

5.3 Dados hemodinamicos

Observou-se aumento significativo da pressdo arterial diastélica nos
grupos IM e OQT+IM em relagdo ao grupo sham, o que pode estar relacionado
com a ativacdo compensatoria do sistema nervoso simpatico que ocorre apds o
infarto do miocéardio. Nao foi verificada diferenca na pressédo arterial sistélica

entre os grupos (Tabela 2).

Nao houve diferenca na presséo sistolica do ventriculo esquerdo (PSVE)
entre os grupos estudados. No que se refere a presséo diastolica final no VE
(PdfVE), esta foi maior nos grupos IM e OQT+IM do que nos grupos sham e
OQT, o que € consequéncia da depressdo da performance ventricular

esquerda que ocorre apdés grandes infartos. Os grupos estudados né&o
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apresentaram diferenca nos valores das derivadas de pressdo positiva e
negativa (dP/dt+ e dP/dt-).

Tabela 2: Dados hemodinamicos.

Parametro Sham (N=10) OQT (N=10) IM(N=10) OQT+IM (N=10)
PA sistolica (mmHg) 96+ 3 97 +4 102+£3 97 x4

PA diastélica (mmHgQ) 54+3 61+3 67 * 4* 66 * 2*

PA média (mmHg) 684 773 81 + 4* 803

FC (b.p.m) 321+ 14 296 + 6 314 + 15 271+ 16
PSVE (mmHg) 102+ 4 101 +5 107 +£3 101 +£5
PdfVE (mmHg) 37+04 49+02  7,9+04 7,7 +0,5%
Dp/Dt" (mmHg/s) 5790 £409 5954 +360 5089 + 377 5358 + 453
Dp/Dt” (mmHg/s) -4044 + 285  -4383 +301 -3552 + 256 -3799 + 292

Legenda- PA: pressdo arterial; FC: frequéncia cardiaca; PSVE: pressao
sistélica no VE; PdfVE: pressio diastolica final no VE; dP/dt": derivada positiva
de pressao; dP/dt: derivada negativa de pressao. *p<0,05 versus Sham;
#p<0,05 versus OQT. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA 1-via
seguida de post hoc de Tukey.

5.4 Anédlise estrutural

5.4.1 Extensao do infarto

Através do estudo histolégico com coloracdo de Picrossirius red
verificou-se que o tamanho médio da cicatriz de infarto no grupo IM foi de
51,6+1,9% e no grupo OQT+IM foi de 47,8+1,6% (figura 8). Esses resultados
mostram que nado houve diferenca nos tamanhos de infarto entre os grupos e
gue 0os mesmos mantiveram-se dentro dos limites pretendidos no estudo, que
séo de 40 a 60% de &rea de IM.
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Figura 8: Area de cicatriz, oito semanas apds cirurgia para inducdo do IM,

medida por histologia utilizando a coloragdo de Picrosirius red. Analise
estatistica: teste “t” de Student n&o pareado. N=10 animais por grupo.
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5.4.2 Quantificacdo de colageno intersticial

A porcentagem de colageno intersticial presente na regido remota ao
infarto no VE foi quantificada em |aminas histoldgicas coradas por Picrossirius
red. Verificou-se aumento na porcentagem de colageno nos grupos IM e
OQT+IM tanto em relagdo ao sham quanto ao OQT, mas néo houve diferenca
na comparacao entre os grupos IM e OQT+IM (figura 9). Esse aumento na
quantidade de colageno intersticial nos grupos IM e OQT+IM esta relacionado
com a fibrose miocardica, consequéncia de um desequilibrio entre a producdo
e degradacdo de colageno, que ocorre tanto na area infartada quanto na area
remota ao IM (STEFANON et al., 2013).
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Figura 9: Porcentagem de colageno intersticial no VE nos grupos sham, OQT,
IM e OQT+IM e imagens representativas das secc¢des histologicas coradas com
Picrossirius red de sham (A), OQT (B), IM (C) e OQT+IM (D) na obijetiva de
40X. Barra de escala: 200um. N=10 animais por grupo. Dados expressos como
média + EPM. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA 1-via seguida de post
hoc de Tukey. *p< 0,05 vs Sham e #p<0,05 vs OQT.

5.4.3 Area de seccéo transversal dos miécitos

A presenca de hipertrofia cardiaca foi avaliada pela medida da area de
seccdo transversal dos miécitos através da analise de laminas histologicas
coradas por hematoxilina-eosina. Utilizou-se um sistema de camera acoplada
ao microscopio Otico para obtencdo de fotos em areas aleatérias da regido
remota ao infarto no VE. Foram analisadas 50 células por animal. A area de
seccao transversal dos miocitos nos grupos IM e OQT+IM foi maior que nos
grupos sham e OQT (figura 10). Além disso, esse parametro apresentou-se

reduzido no grupo OQT+IM em comparacdo ao grupo IM indicando que a
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hipertrofia cardiaca patoldgica foi menos significativa nos animais castrados e

infartados quando comparados aos animais apenas infartados.
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Figura 10: Area de seccéo transversal dos midcitos e imagens representativas
das laminas histoldgicas coradas com HE de sham (A), OQT (B), IM (C) e
OQT+IM (D) na objetiva de 40X. Barra de escala: 200pm. N=10 animais por
grupo. Dados expressos como média = EPM. Analise estatistica: ANOVA 1-via
seguida de post hoc de Tukey. *p< 0,05 vs sham e §p<0,05 vs IM.

5.5 Avaliacdo da contratilidade dos musculos papilares do VE
5.5.1 Forca papilar em situacao basal

A contratilidade miocardica foi avaliada em situacdo basal utilizando
concentracdo extracelular de 1,25mM de calcio. A forca papilar foi menor no
grupo IM em relagdo aos grupos Sham, OQT e OQT+IM (figura 11). Esse
resultado indica que o infarto causou prejuizo na for¢a contratil dos animais do
grupo IM, mas essa alteracdo ndo foi verificada nos animais castrados e
infartados, evidenciando efeito deletério da T na forga contratil pés-IM.
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Figura 11: Forca desenvolvida (g/g) pelos musculos papilares do VE na
presenca de 1,25mM de calcio pelos grupos sham (n=6), OQT (n=9), IM (n=4)
e OQT+IM (n=4). Dados expressos como média + EPM. A analise estatistica
utilizada foi ANOVA 1-via seguida de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Sham,
#p<0,05 vs OQT; +p<0,05 versus OQT+IM.
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5.5.2 Avaliacdo da cinética de ativacdo e relaxamento em
situacao basal
O tempo de ativacao foi maior no grupo infarto quando comparado aos
grupos Sham, OQT e OQT+IM (Figura 12). Esse resultado indica alteragéo na

duracdo da sistole e consequente prejuizo na funcao contrétil do grupo IM.
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Figura 12: Tempo de ativacdo (ms) em musculos papilares do VE na
presenca de 1,25mM de célcio nos grupos sham (n=6), OQT (n=9), IM
(n=4) e OQT+IM (n=4). Dados expressos como média + EPM. A analise
estatistica utilizada foi ANOVA 1-via seguida de post hoc de Tukey.
*p<0,05 vs Sham; #p<0,05 vs OQT; + p<0,05 versus OQT+IM.

N&do houve diferenca no tempo de relaxamento entre 0s grupos
estudados (Figura 13).
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Figura 13: Tempo de relaxamento (ms) em musculos papilares do VE na
presenca de 1,25mM de calcio nos grupos sham (n=6), OQT (n=9), IM (n=4) e
OQT+IM (n=4). Dados expressos como média + EPM. A analise estatistica
utilizada foi ANOVA 1-via seguida de post hoc de Tukey.
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5.5.3 Derivadas maxima e minima de forca basal

A derivada maxima de forca em situacéo basal (na presenca de 1,25mM
de célcio) foi menor nos grupos IM e OQT+IM em relacéo ao grupo sham. Esse

parametro foi menor no grupo OQT+IM que no grupo OQT (Figura 14).
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Figura 14: Derivada maxima de forca em musculos papilares do VE nos
grupos sham (n=6), OQT (n=9), IM (n=4) e OQT+IM (n=4). Dados
expressos como média £ EPM. A analise estatistica utilizada foi ANOVA
1-via seguida de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs sham, #p<0,05 vs OQT.

No que se refere a derivada minima, ndo houve diferenca entre os

grupos (Figura 15).
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Figura 15: Derivada minima de forca em musculos papilares do VE nos
grupos sham (n=6), OQT (n=9), IM (n=4) e OQT+IM (n=4).Dados expressos
como meédia £ EPM. A analise estatistica utilizada foi ANOVA 1-via seguida
de post hoc de Tukey.
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5.6 Avaliacdo da contratilidade dos musculos papilares do VE na
resposta inotropica ao isoproterenol.

5.6.1 Forca papilar na resposta inotrépica ao isoproterenol10™M.

A forca dos musculos papilares do VE em resposta ao isoproterenol

10™*M foi menor no grupo IM quando comparado ao Sham e OQT (Figura 16).
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Figura 16: Forca relativa (g/g) em musculos papilares do VE na presenca de
isoproterenol 10™M nos grupos sham (n=6), OQT (n=9), IM (n=4) e OQT+IM
(n=4). Dados expressos como média £+ EPM. Andlise estatistica: ANOVA 1-via
seguida de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs sham ; #p<0,05 vs OQT.

5.6.2 Derivadas maxima e minima de forca na resposta
inotrépica ao isoproterenol 10 M.

A derivada maxima de forca na presenca de isoproterenol 10™*M
apresentou-se diminuida nos grupos IM e OQT+IM quando comparados aos

grupos sham e OQT (Figura 17).
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Figura 17: Derivada méxima de forca em musculos papilares do VE na
presenca de isoproterenol 10*M nos grupos sham (n=6), OQT (n=9), IM (n=4) e
OQT+IM (n=4).Dados expressos como média + EPM. Analise estatistica:
ANOVA 1-via seguida de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Sham; #p<0,05 vs

OQT.
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A derivada minima de forca na presenca de isoproterenol 10™“M, foi

menor nos grupos IM e OQT+IM que nos grupos OQT e sham (Figura 18).
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Figura 18: Derivada minima de forca em musculos papilares do VE frente ao
isoproterenol 10™M nos grupos sham (n=6), OQT (n=9), IM (n=4) e OQT+IM
(n=4).Dados expressos como média + EPM. Analise estatistica: ANOVA 1-via
seguida de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Sham, #p<0,05 vs OQT.

5.7 Avaliacdo da cinética de ativagéo e relaxamento na
curva dose-resposta de isoproterenol (107 a 10°M)

Os grupos IM e OQT+IM apresentaram tempo de ativagdo superior ao
Sham em toda a curva dose-resposta, porém, esse parametro foi menor no
grupo OQT+IM em relacdo ao grupo IM nas doses 1x10™" 1x10°, 1x10° e
1x10°M, indicando melhor resposta contratil pos-infarto no grupo com
deficiéncia de testosterona (Figura 19).
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Figura 19: Tempo de ativacédo (ms) em musculos papilares do VE na presenca
de isoproterenol nas concentracées 107 a 10 M nos grupos sham (n=6), OQT
(n=9), IM (n=4) e OQT+IM (n=4). Dados expressos como média + EPM. Analise
estatistica: ANOVA 2 vias seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs
Sham; #p<0,05 vs OQT; + p<0,05 versus OQT+IM.
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No que se refere a cinética de relaxamento dos musculos papilares de
VE em resposta ao isoproterenol, observou-se que o grupo IM apresentou
tempo maior que o grupo Sham durante toda a curva dose-resposta, enquanto
0 grupo OQT+IM s6 foi diferente do Sham nas doses 107 a 10°M. Além disso,
a cinética de relaxamento foi melhor no grupo OQT+IM em relacédo ao IM nas
doses 10, 10 e 10°M. (Figura 20).
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Figura 20: Tempo de relaxamento (ms) em muasculos papilares do VE na
presenca de isoproterenol nas concentracdes 10 a 102 M nos grupos sham
(n=6), OQT (n=9), IM (n=4) e OQT+IM (n=4).Dados expressos como média *
EPM. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA 2 vias seguida de post hoc de
Bonferroni. *p<0,05 vs Sham; #p<0,05 vs OQT; + p<0,05 versus OQT+IM.

5.8 Anélise ultraestrutural
5.8.1 Analise Qualitativa

Na andlise qualitativa da MEV, comparamos a anatomia dos vasos nos
quatro grupos de animais e foi possivel observar diferencas entre eles. Os
grupos sham e OQT caracterizam-se por arranjos vasculares uniformes, com
orientacdo linear, pequenas mudancas no didmetro dos vasos apds as
ramificacbes, bem como alteragdes suaves nas dire¢coes dos vasos (Figura 21).
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Figura 21: Imagens de MEV de coracdes de animais dos grupos OQT (A e B)
e SHAM (C e D). Barra de escala: 50um.

Em contraste, os grupos IM e OQT+IM caracterizaram-se por arranjos
de vasos mais irregulares com forma distorcida, alteracdes abruptas na direcéo
dos vasos, bem como mudancas bruscas de didmetro ap6s bifurcacdes (Figura
22).

Figura 22: Imagens de MEV de cora¢fes de animais dos grupos IM (A e B) e
OQT+IM (C e D). As setas indicam locais de estreitamento abrupto dos vasos
sanguineos. Barra de escala: 50um.
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5.8.2 Analise Quantitativa
5.8.2.1 Avaliacao do indice de densidade vascular

A andlise do indice de densidade vascular demonstrou aumento desse
parametro nos grupos IM e OQT+IM quando comparados aos grupos Sham e
OQT, porém, néo foi identificada diferenca entre os grupos infartados (Figura
23).
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Figura 23: Densidade vascular do VE nos grupos sham (n=4), OQT(n=4), IM
(n=4) e OQT+IM (n=4). Dados expressos como media + EPM. A andlise
estatistica utilizada foi ANOVA 1-via seguida de post hoc de Tukey. *p<0,05
vs Sham, #p<0,05 vs OQT. Para a analise foram utilizadas 20 fotos por grupo.
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6. Discussao

No presente estudo, o principal achado foi que 2 meses apés IM, ratos
castrados apresentaram menor area de seccao transversal dos midcitos do VE
e também maior forca de contracdo e menor tempo de ativacdo quando
comparados a animais ndo castrados. Essas diferencas sugerem que a

auséncia de testosterona é capaz de atenuar os efeitos deletérios do IM.

Sabe-se que as diferencas sexuais influenciam no desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (DCV), pois a incidéncia e gravidade entre as
mulheres na pré-menopausa € menor do que entre os homens de idade
comparavel, mesmo apdés a correcdo de Varios fatores de risco, mas as causas
destas diferencas ndo séao claras (PIRO et al., 2010). Essa divergéncia nas
taxas de morbidade e mortalidade por DCV entre homens e mulheres diminui
no periodo pés-menopausa. Uma das explicagcbes mais utilizadas para a
preponderancia masculina das DCV seriam o0s elevados niveis de testosterona
sugeridos como pré-aterogénicos e/ou a auséncia do efeito protetor dos
estrogenos. Dessa forma, foi sugerido que os elevados niveis de testosterona
encontrados nos homens seriam deletérios ao sistema cardiovascular (SA et
al., 2009).

A testosterona sérica diminui gradualmente & medida que os homens
envelhecem (WALSH; KITCHENS, 2015) e os sinais clinicos mais facilmente
reconhecidos de deficiéncia androgénica relativa em homens mais velhos séo a
diminuicdo da massa e da forca muscular, a reducdo da massa 0ssea,
presenca de osteoporose e o aumento da gordura corporal central (BASSIL;
ALKAADE; MORLEY, 2009). A reposicao de testosterona € uma estratégia
terapéutica que tem sido cada vez mais utilizada para amenizar esses sinais e
sintomas. De 2001 a 2011, o uso de andrégenos entre homens acima de 40
anos aumentou mais de 3 vezes (BAILLARGEON et al., 2013). A reposicao de
testosterona em homens mais jovens para tratar doencas do eixo pituitario-
gonadal é claramente benéfica, mas ha poucos dados sobre 0s riscos ou
beneficios da testosterona para o sistema cardiovascular de homens com
declinio desse androgeno relacionado a idade. A terapia de reposicao de
testosterona pode aumentar o risco de doencas cardiovasculares, piorar a
disfuncéo cardiaca e o remodelamento apés o IM (WALSH; KITCHENS, 2015).
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Até a presente data, o papel dos androgenos no coracao continua controverso
(LUCAS-HERALD et al.,, 2017). A fim de verificar as diferengcas no
remodelamento pdés IM entre ratos castrados e ndo castrados, o presente
estudo utilizou-se de avaliacbes ponderais, hemodinamicas, histolégicas,
anatbmicas e de funcdo cardiaca para comparar 4 grupos animais: ratos
infartados, ratos infartados e orquidectomizados, ratos orquidectomizados e
ratos Sham.

Inicialmente foi realizada a avaliagdo ponderal dos animais com o
objetivo de verificar se havia diferenca no peso corporal dos grupos estudados
no periodo de 60 dias, pois a diminuicdo desse parametro poderia ser um
indicativo de morbidade nos animais, uma vez que a perda significativa de peso
€ uma caracteristica importante da insuficiéncia cardiaca crénica avancada
(ANKER; SHARMA, 2002). Para essa analise, a medida do peso corporal foi
realizada quinzenalmente, permitindo assim a verificagdo da variagdo desse
parametro entre os grupos no decorrer do tempo. Nas primeiras duas semanas
nao foram observadas diferencas entre os grupos, porém, na semana 4 o
grupo IM apresentou peso corporal menor que os grupos Sham e OQT+IM. Na
semana 6 o peso corporal do grupo IM foi menor que dos grupos Sham, OQT e
OQT + IM. Na semana 8, o peso do grupo IM s6 foi menor que o do grupo
Sham. Sabe-se que a mudanca de peso apds o IM pode afetar a trajetéria da
doenca e perda de peso maior que 5% foi associada com aumento de 70% no
risco de mortalidade por todas as causas e um aumento similar na mortalidade
cardiovascular em humanos (LOPEZ-JIMENEZ et al., 2007). Estudo de ONO et
al., 1998 mostrou também reducéo significativa no peso corporal de ratos
infartados quando comparados a ratos sham nas semanas 1, 8 e 20 apés
inducéo do IM. Através da avaliagdo ponderal foi possivel verificar maior perda
de peso no grupo IM em relacéo ao grupo OQT+IM nas semanas 4 e 6, porém,

essa diferenca ndo se manteve na semana 8.

Ainda dentro da avaliacdo ponderal, realizou-se o calculo da razéo peso
do coracéo/peso corporal, a fim de investigar a presenca de hipertrofia
cardiaca. Esse parametro foi maior nos grupos IM e OQT+IM em relagdo aos
grupos Sham e OQT. Esse aumento encontrado nos grupos submetidos ao IM

ocorre porque no processo de remodelamento ventricular pés-IM a perda de
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tecido miocéardico funcional resulta em adaptacdo hipertrofica reativa dos
miocitos remanescentes vidveis (ANVERSA et al., 1991). A hipertrofia € uma
resposta adaptativa durante o remodelamento pos-infarto que compensa o
aumento da carga, atenua a dilatacao progressiva e estabiliza a funcao contratil
(SUTTON; SHARPE, 2000). No inicio do processo de hipertrofia cardiaca, os
miocitos individuais crescem em comprimento e/ou largura como meio de
aumentar a funcdo da bomba cardiaca e diminuir a tensdo da parede
ventricular induzindo um estado de "hipertrofia compensada”. No entanto, em
longo prazo, a hipertrofia miocardica predispde individuos a insuficiéncia
cardiaca, arritmia e morte subita (HEINEKE; MOLKENTIN, 2006). Dessa forma,
essa analise permitiu identificar a presenca de hipertrofia cardiaca p6s IM nos

grupos IM e OQT+IM, mas néo indicou diferenca entre esses dois grupos.

A hipertrofia cardiaca pode ser quantificada através da analise
histoldgica com medida da area de seccao transversal dos midcitos do VE na
regido remota ao IM. No presente estudo, esse parametro apresentou-se
aumentado nos grupos IM e OQT+IM em relacdo aos grupos Sham e OQT
evidenciando o processo de remodelamento tardio pds-infarto presente
naqueles grupos. Além disso, verificou-se que a area de seccado transversal
dos midcitos foi menor no grupo OQT+IM quando comparado ao grupo IM,
indicando que a castracdo foi capaz de amenizar o processo de hipertrofia
cardiaca adversa pos IM. A diferenca entre os grupos IM e OQT+IM evidencia
a ma influéncia da testosterona no remodelamento patolégico apés o infarto do
miocardio, corroborando experimentos prévios realizados tanto in vitro quanto
in vivo (MARSH et al., 1998; CAVASIN et al., 2003) . Estudo de Marsh et al.,
1998, mostrou que o gene do receptor de andrégeno € expresso
especificamente em midcitos cardiacos e que os androgenos podem mediar
uma resposta hipertréfica significativa diretamente nessas células. Cavasin et
al., 2003, verificaram que camundongos castrados e infartados apresentaram
reducdo significativa da taxa de ruptura cardiaca, melhora na funcdo do VE e
diminuicdo do tamanho dos midcitos em comparagdo a animais infartados com
preservacao dos testiculos.

Sabe-se que apdés o IM, o dano cardiaco pode resultar também em

alteracGes pulmonares e ratos com grandes infartos desenvolvem progressiva



64

hipertensdo pulmonar e hipertrofia ventricular esquerda com importante
remodelamento estrutural pulmonar caracterizado pela proliferacdo de
miofibroblastos (JASMIN et al., 2003). Esse remodelamento promove o
aumento da razdo peso do pulmao/peso corporal nos grupos infartados e €
indicativo de faléncia cardiaca crénica (HUANG et al., 2000). Para verificar a
ocorréncia ou ndo de lesdo pulmonar entre os grupos, realizou-se o calculo da
razdo peso do pulmé&o/peso corporal. Esse parametro apresentou-se
aumentado nos grupos IM e OQT+IM em relagcdo aos grupos Sham e OQT
indicando a presenca de remodelamento pulmonar nos grupos IM e OQT+IM,

porém sem diferenca entre eles.

7

Outro achado muito comum apdés o IM € a presenca de edema
pulmonar, o qual pode ser verificado através do aumento do teor de 4gua nos

pulmdes, que € obtido pela seguinte formula:

(peso umido dos pulmodes—peso seco dos pulmdes

Teor de dgua nos pulmées (%)=

]x100

peso umido dos pulmédes

Os grupos experimentais ndo apresentaram diferenca em relacéo a esse
parametro, o que corrobora achados de Jasmin et al., 2003; Dixon et al., 2013
e Huang et al., 2000 que também nao encontraram alteracdo no teor de agua
nos pulmdes de ratos 2 meses apos IM quando comparados a ratos sham. A
disfuncdo aguda do VE geralmente leva a uma elevacdo da pressao
microvascular pulmonar (Pmv) seguida por edema agudo de pulmé&o. No
entanto, elevagbes cronicas na Pmv levam ao espessamento da barreira
alveolar-capilar e a reducéo do coeficiente de filtracdo capilar, com diminuicdo
do teor de agua dos pulmdes (DIXON et al.,, 2013). Segundo Huang et al.,
2000, alteracdes na morfologia vascular e alveolar pulmonar sugerem gue o
remodelamento pulmonar em resposta a insuficiéncia cardiaca cronica contribui
para a ocorréncia de adaptacdes fisiolégicas que resultam em resisténcia a
formacdo de edema na insuficiéncia cardiaca. Dessa forma, o remodelamento
pulmonar contribui para que o conteudo de agua no pulméo ndo se altere na
faléncia cardiaca cronica (HUANG et al., 2000). Diante do exposto, a auséncia
de diferenca no teor de agua nos pulmdes dos grupos de animais do presente
estudo pode ser resultado do processo de remodelamento tardio pds IM nos

grupos infartados, uma vez que essa analise foi realizada oito semanas apés a
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inducdo do IM. Esses dados evidenciam a importancia da realizacdo tanto do
calculo da razéo peso do pulméo/peso corporal quanto do teor de dgua nos
pulmdes, a fim de diferenciar edema pulmonar do processo de remodelamento
estrutural dos pulmdes (JASMIN et al., 2003).

Além das alteracdes pulmonares, o remodelamento cardiaco poés-IM
envolve mudancas fenotipicas na matriz extracelular do coragéo, o que resulta
na fibrose miocérdica, consequéncia de um desequilibrio entre a producéo e
degradacéao de colageno (STEFANON et al., 2013). A morte dos midcitos
desencadeia intensa reacdo inflamatdria levando a infiltracdo do infarto por
leucécitos ativados. O ambiente pro-inflamatoério esta associado a ativacéo de
proteases e a degradacio da matriz. A medida que os fagocitos eliminam as
células mortas e dos detritos da matriz, comeca a fase de reparacdo. Os
miofibroblastos acumulam-se na area infartada e produzem grandes
quantidades de proteinas da matriz extracelular. Esta matriz a base de
colageno acabarad por se tornar uma cicatriz madura que fornece suporte
mecanico para o coracao infartado (DOBACZEWSKI et al., 2010). O colageno
€ um importante componente da matriz extracelular que fornece forca e rigidez
ao miocardio. Além disso, a organizacdo do colageno fornece um suporte
estrutural para os miécitos e, como parte desse suporte, as fibras de colageno
fornecem conexdes entre os miocitos (designadas por "struts de colageno”)
gue sdo consideradas importantes para a coesao das células (WHITTAKER et

al., 1991).

Nesse estudo, foi feita a quantificacdo de colageno intersticial no VE
através de andlise histologica na regido remota ao IM a fim de verificar se
houve diferenca na quantidade de colageno no miocardio entre os grupos de
animais. Os resultados mostraram um aumento significativo na porcentagem de
coldgeno nos grupos IM e OQT+IM em relagdo aos grupos Sham e OQT,
porém, ndo foi encontrada diferenca entre os grupos IM e OQT+IM. Sabe-se
que a cicatrizacdo de feridas apo6s o IM envolve o desenvolvimento de uma
cicatriz rica em matriz extracelular. No entanto, o depdsito de colageno, que
contribui para o remodelamento adverso, também ocorre no miocardio n&o
isquémico dos ventriculos esquerdo e direito (STEFANON et al., 2013), o que

explica o aumento do colageno intersticial na area remota ao IM nos grupos IM
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e OQT+IM. O tamanho, localizacdo, composicdo, estrutura e propriedades
mecénicas da cicatriz sdo todos determinantes criticos do destino dos
pacientes que sobrevivem ao infarto inicial (RICHARDSON et al., 2015). A
semelhanca na quantidade de colageno entre os grupos IM e OQT+IM pode
indicar que a testosterona ndo possui papel preponderante nesse aspecto do

remodelamento cardiaco pos-IM.

As alteracdes morfolégicas do coracdo infartado contribuem para a
ocorréncia de alteracbes na hemodinamica cardiaca, a qual também foi objeto
de investigacdo nesse estudo. A avaliagdo hemodinamica consistiu na medida
de parametros ventriculares (pressédo sistolica no VE, pressao diastolica final
no VE e derivadas positiva e negativa de pressao ventricular esquerda) e

parametros arteriais (frequéncia cardiaca, pressao sistélica, diastélica e média).

Na avaliagcdo da hemodinamica ventricular, esse estudo encontrou que a
PdfVE nos grupos IM e OQT+IM foi maior que nos grupos Sham e OQT. Essa
alteracdo nos grupos infartados indica prejuizo da funcao ventricular, uma vez
gue a deteccdo hemodinamica da disfuncéo ventricular € caracterizada por um
aumento perceptivel da PdfVE (TUCCI, 2010). A alteracdo desse parametro €
proveniente do aumento abrupto da pressao de enchimento dos ventriculos
esquerdos em coracdes com grandes areas de IM, o que pode refletir uma
perda critica de tecido contratii combinada com alongamento discinético do
segmento infartado bem como mudancas na complacéncia ventricular
esquerda resultantes da cicatriz que ocupa uma grande fragdo da camara
(PFEFFER et al., 1979). Portanto, o processo de remodelamento desempenha
papel fundamental na fisiopatologia da disfuncdo ventricular, ja que as
alteracdes genéticas, estruturais e bioquimicas desse processo vao resultar em
progressiva deterioracdo da capacidade funcional do coracdo (MINICUCCI et
al., 2010). O infarto do miocéardio associado cronicamente a dilatacdo
ventricular e ao aumento da pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo
resulta em uma elevacdo marcada no estresse diastolico de parede. Assim, a
sobrecarga diastélica parece constituir a alteracgdo hemodinamica

predominante no infarto do miocardio curado (ANVERSA et al., 1991).

Dentre os parametros da hemodinamica arterial, a uUnica diferenca

encontrada foi em relacdo a pressdo diastdlica, a qual se apresentou
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aumentada nos grupos IM e OQT+IM em relacdo ao grupo sham, o que pode
ser consequéncia da estimulacdo do sistema nervoso simpatico (SNS). Sabe-
se que na insuficiéncia cardiaca pos IM, ocorre uma interagdo constante entre
a disfuncdo miocéardica subjacente e 0s mecanismos neuro-humorais
compensatorios que sao ativados em um esfor¢co para manter o débito cardiaco
em face do declinio da funcao cardiaca (LYMPEROPOULOS; RENGO; KOCH,
2013). A hiperatividade simpatica € um dos mecanismos neuro-humorais
ativados em consequéncia do prejuizo da funcdo cardiaca subjacente ao
processo de remodelamento do coracdo (TRIPOSKIADIS et al., 2009). A
estimulacdo excessiva do SNS é evidenciada pelo aumento dos niveis
plasméticos de norepinefrina, do fluxo simpético central e da liberacédo
plasmatica de NE a partir das fibras nervosas simpaticas ativadas (ZHANG et
al.,, 2014). Sabe-se também que a estimulacdo simpatica observada na
insuficiéncia cardiaca esta intimamente relacionada a anormalidades nos
reflexos cardiovasculares. Os reflexos cardiovasculares simpato-inibitérios,
como o reflexo barorreceptor arterial, sdo significativamente suprimidos,
enquanto os reflexos simpato-excitatérios, incluindo o reflexo aferente
simpético cardiaco e o reflexo quimiorreceptor arterial, sdo aumentados
(TRIPOSKIADIS et al., 2009). Estas altera¢cdes séo inicialmente capazes de
compensar a funcdo miocardica deprimida e preservar a homeostase
cardiovascular. A longo prazo, no entanto, a funcdo cardiaca sucumbe aos
seus efeitos deletérios na estrutura e no desempenho cardiaco, levando a
descompensacao cardiaca e piorando progressivamente a funcao
(LYMPEROPOULOS; RENGO; KOCH., 2013).

Durante o remodelamento pds-IM, o sistema adrenérgico também altera
a contratilidade miocéardica, na tentativa de fornecer um débito cardiaco
suficiente. O efeito do SNS na contratilidade ocorre através da regulacao do
acoplamento excitacao-contracdo em cardiomiécitos via AMPc/PKA. Apos a
ativacdo do receptor beta-adrenérgico, a adenilil ciclase aumenta a converséo
de ATP em AMPc, o que ativa a PKA. A PKA fosforila varios componentes da
via de acoplamento excitagdo-contracdo como, canais de Ca** tipo L,
fosfolambam e troponina | causando um aumento no inotropismo e

lusitropismo. A fosforilagao do canal de Ca®* do tipo L aumenta o tamanho da
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corrente de célcio, causando assim uma maior liberacdo de Ca?* induzida por
Ca?" do reticulo sarcoplasmatico (PARKS; HOWLETT, 2013). Fosfolamban é
uma proteina que atua inibindo a Serca. A fosforilacdo de fosfolambam por
proteinas quinases dependente de AMP ciclico ou dependente de calmodulina
(PKA ou CaMKIll) impede essa inibichio da SERCA, aumentando assim, a
captacdo de Ca®', resultando em um decaimento mais rapido do calcio
citoplasmatico. A fosforilagéo da troponina | contribui ainda para o relaxamento,
promovendo a dissociacdo do Ca?* dos miofilamentos (BERS, 2002; PARKS;
HOWLETT, 2013).

Na faléncia cardiaca pos-IM ocorrem alteracdes moleculares nos
componentes da via de sinalizacdo do receptor beta-adrenérgico nos midécitos,
incluindo uma diminuicdo na densidade desses receptores, desacoplamento
dos receptores B1-adrenérgico da proteina G estimulatéria (Gs), com aumento
da proteina G inibitéria (Gi) e prejuizo na sinalizacdo da via AMPCc/PKA
(TRIPOSKIADIS et al., 2009). Para avaliar se entre os grupos de animais havia
diferenca na contratilidade cardiaca apods estimulagao -adrenérgica, realizou-
se a medida dos tempos de ativacao e relaxamento frente a doses crescentes
de isoproterenol (10°M a 102M). No que se refere a cinética de ativacéo,
verificamos que na curva dose-resposta, 0s grupos infartados apresentaram
tempo de ativacdo superior ao sham, porém, esse parametro foi menor no
grupo OQT + IM que no grupo IM nas doses 1x107, 1x10°, 1x10° e 1x10M,
indicando melhor resposta contratil pds-infarto no grupo com deficiéncia de
testosterona. Os grupos IM e OQT+IM também apresentaram tempo de
relaxamento mais longo quando comparados ao Sham, porém, novamente
esse aumento foi de menor magnitude no grupo OQT+IM em relacdo ao IM,
indicando que a deficiéncia de testosterona contribuiu para amenizar 0s
prejuizos da resposta beta-adrenérgica na cinética de ativacdo e relaxamento
pos-IM. Esses dados corroboram estudo de Ribeiro Junior et al., 2018 que
encontraram que animais castrados e infartados tiveram forca de contracao
preservada frente a estimulacdo com doses crescentes de agonista beta-
adrenérgico enquanto os animais apenas infartados tiveram reducdo desse

parametro.
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A avaliacdo da contratilidade cardiaca apos a estimulacdo beta-
adrenérgica também foi realizada através da medida da for¢ca de contracdo e
das derivadas maxima e minima de forgca (dF/dtt) utilizando isoproterenol na
concentracdo de 1x10“M. No que se refere a forca de contracao, foi possivel
verificar que o grupo IM apresentou diminuicdo desse parametro, como ja
esperado (SJAASTAD et al.,, 2005) quando comparado aos grupos Sham e
OQT. Por outro lado, a for¢ca desenvolvida pelo grupo OQT+IM foi similar ao
sham e OQT, evidenciando que a deficiéncia de testosterona contribuiu para a
melhora da forca de contracdo pos-IM frente ao agonista beta-adrenérgico. Na
avaliacdo das derivadas maxima e minima de forca apds a estimulacéo beta-
adrenérgica com a dose de 1x10™“M de isoproterenol, os grupos IM e OQT+IM
apresentaram diminuicdo desses parametros quando comparados aos grupos
Sham e OQT. Sabe-se que o efeito da estimulacdo beta-adrenérgica na
contracdo isométrica de musculos papilares isolados de ratos infartados é
reduzido quando comparado a ratos nao-infartados (SARAIVA et al., 2003).
Apoés o IM, a deterioracdo progressiva da funcéo cardiaca resulta em estimulo
simpatico exagerado com acentuada dessensibilizacdo beta-adrenérgica
observada no ventriculo. Embora possa ter efeito protetor para um coragao
metabolicamente comprometido, essa dessensibilizacdo carrega o custo de
prejudicar a reserva inotrépica cardiaca (BASSANI & BASSANI, 2005).

A contratilidade dos musculos papilares do VE foi avaliada em situacao
basal (na presenca de concentracdo extracelular de 1,25mM de calcio) através
dos parametros forca desenvolvida (g/g), tempo de ativacdo, tempo de
relaxamento e derivadas positiva e negativa de forca (dF/dtx). No que se refere
a forca desenvolvida (g/g) pelos musculos papilares do VE, verificou-se que
esse parametro foi menor nos animais do grupo IM comparado aos demais
grupos. A diminuicéo de forga encontrada no grupo IM pode ser explicada pela
disfuncéo sistolica do miocéardio, a qual é caracterizada tanto pela reducdo da
velocidade de contragdo quanto pela magnitude atenuada da contragao,
resultando em forga maxima reduzida em animais com insuficiéncia cardiaca
pos IM (SJAASTAD ET AL., 2003). Ja o fato da for¢ca desenvolvida pelo grupo
OQT+IM ter sido maior que do grupo IM indica que a deficiéncia de

testosterona amenizou os efeitos deletérios pdés IM, sugerindo que esse
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horménio contribuiu para o prejuizo da contratilidade apdés a injuria. Os
achados desse estudo corroboram os de Ribeiro Janior, et al., 2018 que
demonstraram que as alteracdes celulares induzidas pela deficiéncia de
testosterona preveniram a disfuncdo da contratilidade causada pelo IM nos
musculos papilares e aumentaram o transiente de céalcio 8 semanas apés o

inicio do evento.

O tempo de ativacao, o qual corresponde a duracdo da sistole (PERON
et al., 2006) foi maior no grupo infarto quando comparado aos grupos sham,
OQT e OQT+IM e nado houve diferenca no tempo de relaxamento entre os
grupos estudados. Sabe-se que em animais com disfuncdo diastélica ocorre
reducdo na velocidade de encurtamento (ITO et al. 2000; SJAASTAD et al.,
2002b), o que associado a reducédo da forca de contracdo contribui para a
diminuicdo da contratilidade cardiaca (SJAASTAD; WASSERSTROM.;
SEJERSTED, 2003). Nesse aspecto, percebe-se que o0s ratos do grupo
OQT+IM tiveram menor tempo de ativacdo, comparado ao grupo IM, indicando
assim gque a castracdo amenizou o prejuizo contratil pés IM. Os efeitos da
testosterona na funcao contrétil cardiaca podem surgir através de efeitos nos
componentes da via de acoplamento excitagdo-contragdo no nivel do midcito
(AYAZ; HOWLETT, 2015). A eficiéncia do gatilho (o tamanho da corrente de
calcio tipo L) para causar a liberacédo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico foi
denominada 'ganho’ do acoplamento excitacdo-contracdo O ganho do
acoplamento excitacdo-contracdo na insuficiéncia cardiaca € claramente
reduzido pelo baixo conteGdo de Ca®* do reticulo (SJAASTAD;
WASSERSTROM.; SEJERSTED, 2003). O principal mecanismo pelo qual o
Ca”" liberado é transportado de volta para o reticulo é a SERCA. Estudo de
Ribeiro Junior et al., 2018 encontrou aumento da expressdo da proteina
SERCA no ventriculo esquerdo de animais infartados com deficiéncia de
testosterona. Esse grupo também apresentou aumento na razéo
SERCA/fosfolambam e na fosforilagdo de fosfolambam. Sabe-se que em
coracdes com insuficiéncia cardiaca a fungcdo da SERCA é reduzida (BERS,
2008), portanto, os aumentos da expressao dessa proteina em ratos castrados

e infartados bem como o aumento na fosforilagdo de fosfolamban podem
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ajudar a explicar a melhor cinética de ativacdo no grupo OQT+IM em relacdo

ao IM.

Nesse estudo encontrou-se que a taxa maxima de desenvolvimento de
forca foi menor nos grupos IM e OQT+IM em relacdo ao sham e que em
relacdo ao grupo OQT apenas o0 grupo OQT+IM apresentou valor menor,
porém ndo encontramos diferenca entre os grupos no declinio de forca (dF/dt-).
Sabe-se que o remodelamento pos-IM é associado com a diminuicdo do
desenvolvimento de tensdo nos musculos papilares de ratos infartados e taxa
reduzida de geracdo de forca para os musculos papilares (BOCALINI et al.,
2012). A amplitude acentuadamente diminuida e o tempo-curso mais lento do
transiente de Ca®* nos midcitos coincidem com reducdo semelhante no

encurtamento de células e no atraso de relaxamento (CURL et al., 2009).

Outra vertente do presente estudo consistiu na avaliagdo anatémica do
leito coronariano nos grupos de animais através da técnica de moldagem
vascular por corrosdo associada a MEV. Sabe-se que apdés o IM, um
importante fator para a viabilidade cardiaca é a presenca de circulacao
colateral. A distribuicdo do fluxo sanguineo colateral dentro do leito de infarto
ocluido esta relacionada a viabilidade miocardica (SABIA et al., 1992). A
vasculatura do coracdo assegura as homeostases metabdlicas e estruturais
desse 6rgédo. A perfusao adequada fornecida pelos vasos sanguineos € crucial
para o crescimento e sobrevivéncia dos cardiomidcitos. A perfusao inadequada
do mdasculo cardiaco pode contribuir para uma hibernacdo miocardica

irreversivel e diminuicdo da funcéo contratil (AWADA, 2016).

A angiogénese, isto é, a formacdo de novos vasos sanguineos, € um
fendmeno crucial na embriogénese humana, e também no desenvolvimento de
certas doencas. Tanto a angiogénese excessiva quanto a angiogénese
insuficiente sdo frequentemente vistas em condi¢cfes patoldgicas. Nao se sabe
se 0 excesso ou a falta de angiogénese constituem a patogénese em tais
doencas, mas é provavel que seja parcialmente responsavel pelo quadro
clinico (MOTTA et al., 1992). Atualmente, a microscopia eletrénica de varredura
é um dos métodos mais utilizados para demonstrar a arquitetura tridimensional
da microvasculatura de varios 6rgaos e tecidos, tanto em humanos quanto em

animais experimentais, em diferentes estagios de desenvolvimento e idade
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(GIUVARASTEANU, 2007). Moldes vasculares por corroséo tém sido utilizados
durante cerca de 40 anos para produzir réplicas da vasculatura normal e
anormal e microvasculatura de varios 6rgdos e tecidos que podem ser vistos ao
nivel ultra-estrutural. Em combinacdo com MEV, a aplicacdo primaria da
moldagem por corrosdo € descrever a morfologia e distribuicdo anatdbmica dos
vasos sanguineos nesses tecidos (HOSSLER; DOUGLAS, 2001). Através da
combinagdo dessas duas metodologias, realizou-se avaliacdo qualitativa e
quantitativa de moldes vasculares dos coracfes dos ratos dos quatro grupos

experimentais.

Na avaliacdo qualitativa, buscou-se diferenciar os grupos quanto as
caracteristicas morfoldgicas dos vasos sanguineos. Foi possivel observar que
0s grupos Sham e OQT caracterizaram-se por arranjos vasculares uniformes,
com orientacdo linear, pequenas mudancas no diametro dos vasos apos as
ramificacbes, bem como alteracbes suaves nas direcdbes dos vasos. Em
contraste, os grupos IM e OQT+IM caracterizaram-se por arranjos de vasos
irregulares com forma distorcida, alteracdes abruptas na direcdo dos vasos,
bem como mudancas bruscas de diametro apoOs bifurcacdes, alteracdes ja
descritas na literatura como caracteristicas do leito coronariano de animais com
insuficiéncia cardiaca (ARANGANNAL et al., 2008; CHEN et al., 2017).

Na analise quantitativa, avaliou-se o indice de densidade vascular, o
qual apresentou-se aumentado nos grupos IM e OQT+IM quando comparados
aos grupos sham e OQT. Esse achado corrobora dados de Chen et al., 2017
que encontrou aumento da densidade capilar no miocardio de ratos submetidos
a protocolo de isquemia/reperfusdo miocardica quando comparados com ratos
controle. Um desequilibrio no crescimento dos vasos sanguineos contribui para
a patogénese de inumeras desordens. (CARMELIET, 2005). A proliferacéao
vascular induzida por hipertrofia e isquemia contribui para a angiogénese dos
capilares, porém as consequéncias do remodelamento vascular sao
prejudiciais nos cora¢des com insuficiéncia cardiaca, pois além do aumento do
namero de capilares, ocorre também alteracdo da estrutura funcional dos
mesmos (CHEN et al., 2017). A semelhanca no indice de densidade vascular
entre os grupos IM e OQT+IM pode indicar que a testosterona nao contribuiu

significativamente para o processo de angiogénese pos-IM.
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7. CONCLUSAO

A deficiéncia de testosterona, induzida por castracdo em ratos, alterou o
padrdo de remodelamento tardio pos-infarto, quando comparado a animais néo
castrados. A deficiéncia desse andrégeno resultou em menor grau de
hipertrofia cardiaca patologica e melhora em parametros de contratilidade dos
musculos papilares do VE, como: for¢ca de contracdo (g/g) e menor tempo de
ativacado, além de melhor resposta contratil frente ao agonista beta-adrenérgico
nos parametros forca de contracéo (g/g) em presenca de isoproterenol 10“M e
cinética de ativacdo e relaxamento na curva dose-resposta variando de 1x10™’
a 1x10®M do mesmo agonista. Animais castrados e ndo castrados nao
apresentaram diferenga significativa em parametros como quantidade de
colageno intersticial, morfologia do leito vascular e densidade vascular,
indicando que o principal efeito da testosterona no remodelamento poés-IM
ocorre no midcito, principalmente através da inducao de hipertrofia patologica e

alteracao da funcao contrétil.
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