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RESUMO

Acredita-se que a reducédo de testosterona (T) em homens favoregca o
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, atribuindo a T um provavel papel
protetor ao nivel cardiovascular. Diante desse contexto, 0 nosso estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos da terapia de reposicdo com doses fisioldgicas de T sobre
a reatividade vascular coronariana. Todos os procedimentos foram aprovados sob o
No. 062/2017 — CEUA/UFES. Foram utilizados ratos machos hipertensos adultos da
linhagem SHR (Spontaneously Hypertensive Rat) apresentando 10 semanas de
idade. Os animais foram orquiectomizados com 8 semanas de idade (grupo ORX) e
imediatamente iniciado o tratamento com testosterona (0,5 mg/Kg, s.c.) por 15 dias
(grupo ORX + T) ou inibidor de aromatase (0.1 mg/kg/dia via gavagem — grupo ORX
+ T + Al), os animais SHAM passaram pelo mesmo procedimento cirdrgico, no
entanto, sem a remocédo das gbnadas. A pressao arterial sistélica (PAS) foi mensurada
por pletismografia de cauda. Parametros ponderais foram coletados. A reatividade
vascular coronariana foi avaliada de acordo com o método de Langendorff e curvas
de bradicinina (101° a 10® M) antes e ap6s inibidores da 6xido nitrico sintase (N“-
nitro-L-arginina metil-éster - L-NAME 100 uM) e da ciclooxigenase (indometacina -
INDO 2,8 yM) isolados ou combinados com inibidor da CYP (clotrimazol — CLOT 0,75
KUM) ou com bloqueador do canal para potassio (tetrabutilaménio - TBA 0,75 mM)
foram realizada. A intensidade da expressao das proteinas eNOS, COX-1, COX-2,
gp91phox e Akt foram quantificadas pelo método de Western blotting. O protocolo de
marcacao para a sintese de NO, anion superéxido (O2") e peroxido de hidrogénio
(H202) em artérias coronarias foi por espectrofluorimetria. O peso relativo da préstata
e da vesicula seminal diminuiu, contudo o das adrenais e da pituitaria aumentou pela
orquiectomia e foram revertidos parcial ou totalmente pela T. A PAS diminuiu no grupo
ORX, porém foi mantida no grupo ORX + T. A presséao de perfusdo coronariana basal
nao foi alterada entre os grupos estudados e o NO e a PGIzparticiparam da modulagao
da pressao coronariana nos grupos SHAM, ORX e ORX +T. O relaxamento a BK nao
foi alterado no grupo ORX e aumentou nos grupos ORX + T e ORX + T + Al, sem
diferenca entre estes ultimos. O NO, PGIl2 e a hiperpolarizagdo dependente do
endotélio (EDH) participaram do relaxamento a BK nos grupos SHAM e ORX, e
somente NO e EDH (sendo que este ultimo apresentou maior participagdo) no grupo
ORX + T. A expresséo da eNOS, COX-1, COX-2 e gp9lphox néo foi alterada pela



orquiectomia nem pela T, porém a expressdo da Akt aumentou no grupo ORX mas
nao foi restaurada no grupo ORX + T. A sintese de NO ndo foi alterada nos grupos,
por outro lado os niveis de O2" e H202 aumentaram no grupo ORX +T. Em concluséo,
nosso principal achado € que a terapia de reposicdo com doses fisioldgicas de
testosterona melhora o relaxamento a BK, independente da aromatizac&o, no leito
vascular coronariano de SHR orquiectomizado, com aumento da EDH [acidos
epoxieicosatrienoicos (EETs) estimulando canais para potassio e a provavel
participagdo do H202]. A caracterizagdo desses mecanismos poderia levar a uma
melhor compreensao dos efeitos do tratamento com testosterona no leito vascular
coronariano, além de contribuir para desenvolvimento de melhores formas de terapia

para o tratamento do hipogonadismo e das doencgas cardiovasculares.

Palavras-chave: Leito vascular coronariano, testosterona, orquiectomia,

terapia de reposicdo hormonal, hiperpolarizacdo dependente do endotélio.



ABSTRACT

It is believed that the decrease of testosterone (T) in men favors the
development of cardiovascular diseases, attributing to T a possible protective role for
the cardiovascular system. In view of this context, our study aimed to evaluate the
effects of T-replacement therapy on coronary vascular reactivity. All procedures were
approved under No. 062/2017 — CEUA/UFES. Adult hypertensive male rats SHR
(Spontaneously Hypertensive Rat) at 10 weeks of age were used. The animals were
orchiectomized at 8 weeks (ORX group) and immediately started treatment with
testosterone (0.5 mg / kg, sc) for 15 days (ORX + T group) or aromatase inhibitor (0.1
mg/kg/day via gavage - ORX + T + Al group), the SHAM animals underwent the same
surgical procedure, however, without the removal of the gonads. Systolic blood
pressure (SBP) was measured by tail plethysmography. Weight parameters were
collected. Coronary vascular reactivity was conducted according to the Langendorff
method and bradykinin curves (102° to 10 M) before and after inhibitors of nitric oxide
synthase (N¢-Nitro-L-arginine methyl-éster - L-NAME 100 uM) and cyclooxygenase
(Indomethacin - INDO 2.8 uM) isolated or combined with CYP inhibitor (clotrimazole -
CLOT 0.75 uM) or combined with potassium channel blocker (Tetrabutylammonium -
TBA, 0.75 mM) were performed. The expression intensity of the eNOS, COX-1, COX-
2, gp91phox and Akt proteins were quantified by the Western blotting method. The
labeling protocol for the synthesis of NO, superoxide anion (O2") and hydrogen
peroxide (H202) in coronary arteries was by spectrofluorimetry. The relative weight of
the prostate and seminal vesicle decreased, however, those of the adrenal and
pituitary increased by orchiectomy and were partially or totally reversed by T. SBP was
lower in ORX group, with not changes in ORX + T group. The baseline coronary
perfusion pressure was not altered in all studied groups, and NO and PGI: participated
in the modulation of coronary pressure in SHAM, ORX and ORX + T groups. The BK
relaxation was not altered in the ORX group, and increased in the ORX + T and ORX
+ T + Al groups, with no difference between the latter groups. The NO, PGIz2and EDH
participated in relaxation to BK in the SHAM and ORX groups, and only NO and EDH
(which was greater) in the ORX + T group. The expression of eNOS, COX-1, COX-2,
and gp91phox was not altered by orchiectomy or T, but the expression of Akt increased
in the ORX group and was not restored in the ORX + T group. The synthesis of NO

was not altered in all studied groups, on the other hand, the levels of Oz and H20:2



increased in the ORX + T group. In conclusion, our main finding is that replacement
therapy with a physiological dose of testosterone improves relaxation to BK
independently of the aromatization in the coronary vascular bed from orchiectomized
SHR, with an increase in EDH [epoxy-eicosatrienoic acids (EETs) stimulating
potassium channels and the likely participation of H202]. The characterization of these
mechanisms could lead to a better understanding of the effects of treatment with
testosterone in the coronary vascular bed, in addition to contributing to the
development of improved therapeutic strategies for the treatment of hypogonadism

and cardiovascular diseases.

Key words: Coronary vascular bed, testosterone, orchiectomy, testosterone
replacement therapy, endothelium-dependent hyperpolarization.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares representam a principal causa de morte no
mundo, com mais de 23 milhdes de mortes esperadas até 2030 (Benjamin et al. 2018).
No Brasil as doencas cardiovasculares foram responséveis por 31 % de mortes no
ano 2011 (Ribeiro et al. 2016). A hipertensao € considerada um dos fatores de risco
mais prevalentes para doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, tais como,
insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular cerebral, doenca renal em estagio
terminal, doenca vascular periférica, comprometimento cognitivo e principalmente a
doenca coronariana (MacMahon et al. 1990; Vasan et al. 2001; Chobanian et al. 2003;
Dregan et al. 2013; James et al. 2014). A prevaléncia de hipertensao é de 35 % para
homens e 33 % para mulheres entre 2011 e 2014 segundo o National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES), correspondendo a 86 milhdes de adultos
hipertensos em 2014 (Benjamin et al. 2018). No Brasil a prevaléncia de hipertensao
arterial em adultos é de aproximadamente 30 % (Picon et al. 2012).

A hipertensdo é uma doenca poligénica, que resulta de anormalidades dos
mecanismos de controle da presséao arterial que provocam alteracdes morfofuncionais
dos vasos sanguineos (Hamet et al. 1998). Para entendermos estas alteracdes é
necessario, primeiramente, conhecer a morfologia dos vasos sanguineos. Esses séao
compostos por trés camadas: intima (de células endoteliais); média (composta por
células de musculo liso); e externa ou adventicia (que contém células do tecido
adiposo perivascular, fibroblastos, fibras colagenas e terminacées nervosas), como
mostra a figura 1 (Zhao et al. 2015).

Desde a descoberta, em 1980, de que a acetilcolina (ACh) requer da presenca
de células endoteliais para estimular a vasodilatacdo (Furchgott & Zawadzki 1980), a
importancia da camada intima de células endoteliais para a homeostase vascular tem
sido cada vez mais apreciada (Endemann & Schiffrin 2004). A camada intima é
composta pelo endotélio, o maior 6rgdo paracrino do corpo (Cooke 2000; Spronk et
al. 2004) que é capaz de detectar estimulos mecanicos (pressédo e o estresse de
cisalhamento), hormonais, e substancias vasoativas. Aléem disso, libera agentes
vasoativos e modula processos inflamatorios que podem afetar a hemostasia
(Endemann & Schiffrin 2004).
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Célula endotelial

Célula muscular lisa
Camada intima

perivascular
Camada media

Fibroblasto

Camada externa Fibra colagena

-
é".\\.
Q Célula do tecido adiposo
.
S—
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Figura 1. Estrutura da parede arterial. A parede arterial € composta de trés camadas: intima (células endoteliais e
membrana elastica interna), média (células musculares lisas e membrana elastica externa) e externa (adventicia;
que contém células do tecido adiposo perivascular, fibroblastos, fibras colagenas e terminag¢Bes nervosas).
Adaptado de Zhao et al (2015).

O endotélio produz os fatores de relaxamento derivados do endotélio (EDRFS),
dentre eles, oxido nitrico (NO), prostaciclina (PGI2) e a hiperpolarizacdo dependente
do endotélio (EDH) (Dusting et al. 1977; Palmer et al. 1987; Félétou & Vanhoutte 2006;
Michel & Vanhoutte 2010; Félétou & Vanhoutte 2013). Por outro lado, produz também
os fatores de contracdo derivados do endotélio (EDCFs), a saber, endoperéxidos,
PGlz, TXA2, isoprostanos e espécies reativas de oxigénio (EROs) (Tang & Vanhoutte
2009), endotelina-1 e angiotensina Il (ANG II) (Schiffrin 2001). O grande problema é
gue na hipertensdo ocorre um desequilibrio na sintese destes fatores vasoativos com

predominio dos fatores de contracdo (Puddu et al. 2000; Endemann & Schiffrin 2004).

A disfuncdo endotelial pode ser caracterizada por uma redugédo na geracgéao e
biodisponibilidade dos EDRFs, em especial do NO, enquanto os fatores contrateis
derivados do endotélio sdo aumentados (Lerman & Burnett 1992) comprometendo a
vasodilatacdo. Ademais, a disfuncdo endotelial participa na fisiopatologia da
hipertensdo, doenca arterial periférica, diabetes e insuficiéncia cardiaca e renal
cronica (Bonetti et al. 2003; Endemann & Schiffrin 2004). A disfuncéo endotelial pode

ser caracterizada também por um ambiente pro-inflamatorio, proliferativo e pro-
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coagulante que favorece a aterogénese (Anderson 1999) levando a uma progressao
e complicacbes da aterosclerose, principal causa da doenca coronariana, a

aterosclerose coronariana (Kinlay & Ganz 1997).

Muitos fatores de risco cardiometabodlico facilitam o desenvolvimento da
aterosclerose coronariana, que € caracterizada pela formacdo de uma placa
aterosclerotica na coronaria provocando uma estenose e consequentemente reducao
do fluxo sanguineo coronariano (figura 2) e um desequilibrio na manutencao do ténus

coronariano (Schoenhagen et al. 2000).
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Figura 2. Progress&o tipica da aterosclerose coronariana. A medida que a carga da placa aterosclerdtica aumenta,
a massa aterosclerética tende a permanecer externa ao limen, o que permite que o didmetro do limen seja
mantido; isto é conhecido como o efeito de Glagov ou remodelacéo positiva. A medida que a placa aterosclerética
penetra no limen, o didmetro da artéria corondria diminui. A isquemia miocéardica resulta de uma relagédo
discordante de suprimento sanguineo coronariano ao consumo de oxigénio pelo miocéardio. O estreitamento
luminal de mais de 65 a 75 % pode resultar em isquemia transitéria e angina. Nas sindromes coronarianas agudas,
a placa vulneravel é um fator mais importante do que o grau de estenose; eventos coronarianos agudos resultam
de ulceragéo ou eroséo da capa fibrosa, com trombose intraluminal subsequente. A placa vulneravel dentro da
parede do vaso pode ndo ser obstrutiva e, portanto, pode permanecer clinicamente silenciosa até causar ruptura

e consequéncias associadas. Adaptado de Abrams (2005).

A manutengdo do tdnus vascular coronariano depende da homeostase dos

agentes vasoconstritores e vasodilatadores. A resposta vasodilatadora reduzida e a
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vasoconstricdo aumentada podem prejudicar ainda mais o fluxo sanguineo
coronariano exacerbando os sintomas clinicos e perpetuando a disfuncéo vascular,
que também pode levar a vasoespasmo coronariano e, por exemplo, agravar 0s

sintomas da angina na doenga coronariana (Kelly & Jones 2013a).

A circulacdo coronariana fornece ao miocardio oxigénio e nutrientes para
assegurar a funcdo normal e a viabilidade do coracdo devido a sua limitada
capacidade anaerébica do coracdo (Ballinger & Vollenweider 1962; Opie 1969;
Braunwald 1971). Assim, a resisténcia vascular coronariana deve ser continuamente
regulada para fornecer quantidades suficientes de oxigénio e nutrientes para atender
a qualquer mudanca na demanda do tecido miocardico circundante (Feigl 1983;
Duncker & Bache 2008; Tune 2014).

Entende-se que a regulacdo do fluxo sanguineo coronariano é ditada por meio
de multiplos mecanismos: forcas de compressdo extra-vascular (pressao tecidual);
pressédo de perfusdo coronariana (PPC); controles endotelial, metabdlico e miogénico;
bem como influéncias neurais e hormonais. Juntos, esses mecanismos regem o fluxo
coronariano e atuam para garantir um equilibrio geral entre a oferta de oxigénio pelo
miocardio (suprimento) e o metabolismo (demanda) como mostra a figura 3 (Feigl
1983; Ardehali & Ports 1990; Tune et al. 2004; Duncker & Bache 2008; Tune 2014).

Forgca compressiva Pressdo de perfusédo

extravascular

.. Fatores hormonais
Fatores endoteliais

Fator metabélico Fatores neurais

Resisténcia vascular

Fase diastélica \

Fluxo sanguineo coronariano

Contratilidade

Frequéncia cardiaca

Capacidade
de transporte Suprimento { Demanda Trabalho externo
de oxigénio = =D

Trabalho de potencial
interno

Figura 3. Diagrama esquemético dos determinantes da oferta e demanda de oxigénio miocardico. Adaptado de
Ardehali e Ports (1990) e Tune (2014).
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O fluxo sanguineo em massa, definido como o movimento resultante de um
gradiente de presséo, pode ser matematicamente descrito no sistema vascular como

um correlato a Lei de Ohm:

Fluxo sanguineo = A pressao / Resisténcia vascular

Portanto, a alteracdo da regulacéo fisiologica do fluxo sanguineo coronariano
produzida pela disfuncdo endotelial, seguida da aterosclerose das corondrias provoca
um desbalanco entre a oferta e demanda de oxigénio miocardico. Diante deste
contexto, estudos tém demonstrado que homens apresentam maior risco de
desenvolver doenca coronariana e hipertensdo em comparacédo com mulheres na pré-
menopausa (Messerli et al. 1987; Khaw & Barrett-Connor 1988; Farhat et al. 1996;
Benjamin et al. 2018). Fato este, que tem indicado o papel cardioprotetor do estrogénio
(Stampfer et al. 1991). Contudo, estudos clinicos e epidemioldgicos tém indicado uma
relacdo entre a testosterona e doencas cardiovasculares (Barrett-Connor & Khaw
1988; Adams et al. 1995; Barrett-Connor 1997; Liu et al. 2003). Desta forma, 0 sexo
masculino é considerado como fator de risco independente para desenvolvimento
destas doencas (Oskui et al. 2013; Kelly & Jones 2014), o que, em tese, estaria
relacionado a presenca de testosterona (Reckelhoff et al. 1998, 1999a, 2000a;
Reckelhoff 2018).

A testosterona € um hormonio esteroide sintetizada principalmente nos
testiculos (95%). Parte da testosterona (7 %) é reduzida a DHT pela 5a-redutase, e
outra parte (cerca de 0,5 %) € convertida em E2 pela aromatase (CYP19A1) como
mostra a figura 4 (Oettel 2004; Brinkmann 2011; Marcelli 2017). Pequenas
guantidades de testosterona também séo secretadas pela zona reticular das glandulas
suprarrenais (Oettel 2004; Morales 2013). A maior parte da testosterona circulante
esté ligada a proteinas plasmaticas (Dunn et al. 1981) e cerca de 2 % da testosterona
se encontra em sua forma livre que corresponde a sua fragao biologicamente ativa
(Dunn et al. 1981; Pardridge 1986).
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Figura 4. Principais vias da esteroidogénese adrenal, ovariana e testicular, mostrando os metabdlitos
intermediarios, produtos finais e enzimas envolvidas. Via A%: metabdlitos da via A% caracterizados pela presenga
de dupla ligagao entre os carbonos 5 e 6. Via A% metabolitos da via A%, caracterizada por dupla ligagdo entre os
carbonos 4 e 5. C-21: todos os intermediarios indo de pregnenolona para aldosterona tem 21 atomos de carbono
(C-21). 17-OH-C-21: Todos os intermediarios que vao da 17-OH-pregnenolona ao cortisol tém 21 atomos de
carbono e um grupo OH na posicdo 17. A enzima 17-20-liase remove 0s atomos de carbono 20 e 21 para produzir
esteroides C-19. Adaptado de Marcelli (2017).

As acdes da testosterona no organismo ocorrem por via classica ou genémica
(Bennett et al. 2010), no qual a testosterona ao se ligar em seu receptor especifico -
receptor de andrégenos (AR) - promove uma alteragdo conformacional o que permite
a translocacdo desse complexo (hormdnio-receptor) até o ndcleo, através dos poros
da membrana nuclear, seguido do aumento da fosforilacdo e formacdo do
homodimero (Claessens et al. 2001) ou heterodimero (Lee et al. 1999). Em seguida,
ocorre uma interacao desse complexo com o0s elementos responsivos aos andrégenos
dando inicio a transcricao génica (Claessens et al. 2001). A testosterona também pode
atuar por vias nao-gendmicas, caracterizada por respostas rapidas, indicando
auséncia da transcricdo e traducéo génica (Bennett et al. 2010). Estas acdes podem
envolver a interacdo do horménio com AR presente na membrana plasmatica
(Deenadayalu et al. 2012; Puttabyatappa et al. 2013) ou de maneira independente

desses receptores (Jones et al. 2004; Alvarez et al. 2010).

A testosterona desempenha varias acfes no organismo, entre elas, a
maturagdo dos Orgdos sexuais masculinos e desenvolvimento das caracteristicas

sexuais secundarias (crescimento da barba, pelos axilares e pubianos e mudancas da
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voz). Ela também participa na espermatogénese e contribui para o desejo sexual, e
possui efeitos anabdlicos, incluindo o aumento da massa muscular, densidade e
maturacdo ossea (Kloner et al. 2016). Além desses efeitos, estudos apontam que a
testosterona pode exercer efeitos sobre o sistema cardiovascular (Liu et al. 2003a,;
Thompson & Khalil 2003; Wu & Von Eckardstein 2003; Littleton-Kearney & Hurn 2004;
Traish et al. 2014), tais como: (i) estimular o sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) (Peach 1977; Reckelhoff et al. 2000b; Fischer et al. 2002), (i) aumentar a
expressao de receptores a (Tsang et al. 2008, 2009) e B (Xu et al. 1991; Tsang et al.
2009) adrenérgicos e (iii) modular o metabolismo, estoque, liberacdo e recaptacéo de
norepinefrina em neurdnios simpaticos (Salt 1972). Todas essas evidéncias nos levam
a sugerir que a testosterona poderia apresentar efeitos deletérios sobre o sistema
cardiovascular. No entanto, estudos tém demonstrado que a testosterona induz
relaxamento em anéis vasculares de humanos (Yildiz et al. 2005; Seyrek et al. 2007,
Smith et al. 2008; Rowell et al. 2009) e em anéis vasculares de diferentes espécies
animais (Yue et al. 1995; Chou et al. 1996; Costarella et al. 1996; Crews & Khalil 1999;
Honda et al. 1999; English et al. 2000a; Deenadayalu et al. 2001, 2012; Ding &
Stallone 2001; Tatchum-Talom et al. 2002; Tep-areenan et al. 2002; Toot et al. 2011;
Ramirez-Rosas et al. 2011; Puttabyatappa et al. 2013).

Estes efeitos sobre os vasos sdo dependentes da concentracdo de
testosterona. Alguns estudos tém demostrado que em concentracdes fisioldgicas (<
100 nM), a resposta vasodilatadora induzida pela testosterona pode ocorrer por meio
da geracédo de NO endotelial (Teoh et al. 2000; Perusquia & Stallone 2010). Por outro
lado, concentracdes maiores a 100 nM (farmacoldgicas e suprafisiolégicas) podem
levar a ativacdo dos canais para potassio (Tep-areenan et al. 2002; Deenadayalu et
al. 2012) ou para célcio (Jones et al. 2003; Montafio et al. 2008) levando ao
relaxamento ou contracéo do musculo liso vascular, respetivamente (Teoh et al. 2000;
Perusquia & Stallone 2010). Herman et al. (1997) relacionaram baixas concentracdes
de testosterona a melhora no relaxamento dependente do endotélio em artéria
braquial de homens adultos. Em contrapartida, Haring et al. (2012) indicaram que
baixos niveis de testosterona enddgena estédo associados a um aumento do risco de
morte por doencas cardiocirculatorias. McCredie et al. (1998) mostraram que o
tratamento com doses suprafisiolégicas de testosterona prejudica a reatividade

vascular de artéria braquial de mulheres transexuais. Porém, tanto a administracéo
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aguda com altas doses de testosterona (Rosano et al. 1999; Webb et al. 1999) quanto
com doses infrafisiologicas (English et al. 2000b) sdo capazes de melhorar a
tolerancia ao exercicio, além de reduzir o limiar de angina em homens com doenca
coronariana. Diante disso, nota-se que os estudos acerca das acdes da testosterona

nao sao conclusivos e muitas vezes controversos.

Uma das doencas relacionadas com baixos niveis de testosterona € o
hipogonadismo masculino, uma condicao clinica caracterizada por uma producéo
gonadal inadequada de espermatozoides e/ou testosterona devido a uma falha
testicular intrinseca ou a uma estimulacéo subétima pelas gonadotrofinas hipofisarias,
horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante (FSH) (Buvat et al. 2013).
Entre as comorbidades associadas ao hipogonadismo, em estudo realizado em uma
populacdo com 2.000 homens, encontrou uma correlacdo entre baixos niveis de

testosterona e hipertensdo (Mulligan et al. 2006).

Sabendo que ha uma relacdo entre testosterona e hipertensdo, torna-se
importante estudos que avaliem o impacto desta relagédo para o fluxo coronariano.
Diante deste contexto, faz necessario a utilizagcdo de um modelo animal que mimetize
a hipertensdo essencial. Os ratos espontaneamente hipertensos (SHRs) foram
desenvolvidos por endogamia genética que uniformemente resultou em 100% da
progénie tendo hipertensédo arterial natural (Okamoto & Aoki 1963). Desde entdo, 0s
SHRs vém sendo um excelente modelo de hipertensédo essencial (Udenfriend &
Spector 1972). A pressao arterial média € de aproximadamente 190 a 200 mmHg, e
caracteriza a fase sustentada da hipertensdo em SHR (Trippodo & Frohlich 1981).
Neste momento, os SHRs apresentam alteracGes cardiovasculares tais como:
hipertrofia cardiaca e vascular e disfuncdo endotelial (Trippodo & Frohlich 1981;
Engelmann et al. 1987). Durante o0s estagios iniciais estaveis e a fase de
desenvolvimento da hipertenséo, a elevacéo da pressao arterial € mantida em grande
parte pelo aumento do fluxo neural simpatico central (Buccafusco 1996). Nos estagios
mais avancgados, a resisténcia periférica total aumentada com um débito cardiaco
normal e a permeabilidade diminuida das membranas glomerulares formam a base
para a manutencgéo da hipertenséo a longo prazo (Beierwaltes & Arendshorst 1978).
Neste contexto, j& foram estudados o papel da testosterona na modulacéo da presséo

arterial em SHR.
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Assim , os estudos indicam que a testosterona exerce grande influéncia sobre
niveis pressoéricos sanguineos em modelos experimentais de hipertenséo via SRAA e
indiretamente sobre o sistema NADPH oxidase [NOX] (Reckelhoff et al. 1999b, 2000b;
Fortepiani & Reckelhoff 2005). Adicionalmente, estudos demonstraram que a
testosterona pode modular a expressédo da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS),
oxido nitrico sintase neuronal (nNNOS), COX-1, COX-2 em aorta e mesentérica
(Blanco-Rivero et al. 2005, 2006a, b, 2007; Martin et al. 2005; Martorell et al. 2007a)
e também a expressdo dos canais para potassio dependentes de voltagem (Kv*) em
aorta de ratos (Zhou et al. 2008). Tomados juntamente, esses achados atribuem a

testosterona um papel modulador sobre o aparelho cardiovascular.

Diante de estudos relacionados ao papel modulador da testosterona sobre a
funcdo vascular, ainda ndo ha evidéncias conclusivas de contribuicdo de forma
adversa no desenvolvimento das doencas cardiovasculares (Carson Il & Rosano
2012). Pelo contrario, estudos sugerem que a reposicdo com testosterona pode
melhorar os fatores de risco para doencas que acometem 0S vasos coronarianos,
como por exemplo, a aterosclerose coronariana (Jones & Saad 2009; Jones 2010;
Kelly & Jones 2013b). Além disso, estudos clinicos indicam baixos niveis de
testosterona em populacdes de homens hipertensos (Barrett-Connor & Khaw 1988;
Khaw & Barrett-Connor 1988; Hughes et al. 1989; Phillips et al. 1993; Simon et al.
1997; Svartberg et al. 2004). Diante do exposto, nossa hipétese é que a terapia de
reposicdo com doses fisioldgicas de testosterona seria capaz de modular as
alteracdes na reatividade vascular coronariana induzidas pela deficiéncia de

testosterona em ratos espontaneamente hipertensos orquiectomizados.
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OBJETIVOS

2.1. GERAL

. Avaliar os efeitos da deficiéncia hormonal e da terapia de
reposi¢cdo com doses fisiologicas de testosterona sobre a reatividade vascular

coronariana em SHR orquiectomizado.

2.2. ESPECIFICOS

o Avaliar os efeitos da orquiectomia e da terapia de reposi¢cdo com
doses fisiologicas de testosterona sobre os dados ponderais de SHR;

o Avaliar os efeitos da orquiectomia e da terapia de reposi¢cdo com
doses fisiologicas de testosterona por 15 dias sobre a PAS de SHR;

. Avaliar os efeitos da orquiectomia e da terapia de reposi¢cdo com
doses fisiolégicas de testosterona sobre a pressédo de perfusdo coronariana
(PPC) basal em coracéo isolado de SHR;

o Avaliar a participagdo dos principais EDRFs na manutencéo da
PPC basal de SHR orquiectomizado e tratado com doses fisiol6gicas de
testosterona;

o Avaliar os efeitos da orquiectomia e da terapia de reposi¢cdo com
doses fisiolégicas de testosterona, sobre a reatividade vascular coronariana
induzida pela BK em coracéo isolado de SHR;

o Avaliar os efeitos do tratamento com inibidor da aromatase (Al)
sobre a PAS, PPC basal e a reatividade vascular coronariana induzida pela BK

em SHR orquiectomizado e tratado com doses fisiol6gicas de testosterona;

o Avaliar a participacdo dos principais EDRFs na vasodilatagédo
induzida pela BK no leito vascular coronariano em coragao isolado de SHR

orquiectomizado e tratado com doses fisioldgicas de testosterona;
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o Determinar a expressao proteica da eNOS, COX-1, COX-2,
gp91phox e Akt em artérias coronarias de SHR orquiectomizado e tratado com

doses fisiologicas de testosterona;

o Determinar a producéo de NO, anion superoxido (O2*") e peroxido
de hidrogénio (H202) em artérias coronéarias de SHR orquiectomizado e tratado

com doses fisioldgicas de testosterona.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. ANIMAIS

Foram utilizados 187 SHR machos, com 10 semanas de idade, pesando entre
200 a 250 g, fornecidos pelo biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo - UFES. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas,
quatro animais por gaiola, com livre acesso a agua e ragdo (Nuvilab CR-1), em sala
com temperatura (22-24 °C) e umidade (40-60 %) controladas. O ciclo de luz
claro/escuro foi alternado a cada 12/12 horas. Todos 0s procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFES) sob o
ndamero de protocolo 62/2017. Além disso, todos os procedimentos e cuidados dos
animais foram baseados na diretriz do Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal (CONCEA-MCT 2016).

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais:

. Grupo controle com cirurgia ficticia (SHAM, n=40);

o Grupo orquiectomizado (ORX, n=40);

o Grupo ORX+ tratamento com doses fisiolégicas de T (ORX+T, n=40);

. Grupo ORX + T+ inibidor da aromatase (anastrozol, Al) [ORX+ T+ Al,
n=15].

O grupo ORX + T + Al, foi analisado com a finalidade de descartar uma possivel
participacdo do estradiol, produto da conversdo da testosterona pela enzima
aromatase, nas respostas encontradas no presente estudo sobre a PAS, PPC basal
e a reatividade vascular coronariana induzida pela BK no grupo ORX + T. Uma vez
gue os resultados que serdo aqui apresentados ndo mostraram diferencas entre os
grupos ORX + T vs. ORX + T + Al, seguimos 0s sem este ultimo grupo. A figura 5

resume uma linha do tempo das avalia¢fes realizadas.
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Figura 5. Linha do tempo dos experimentos realizados em SHR.

3.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1. Orquiectomia

Ratos SHR com 8 semanas de idade foram anestesiados com cetamina (70
mg/Kg, i.p.) e xilazina (10 mg/Kg, i.p.). Em seguida, foram colocados em decubito
dorsal e fixados sobre uma mesa cirtrgica. Apds anti-sepsia com éalcool iodado da
pele da bolsa testicular, foram colocados campos cirlrgicos esterilizados ao redor da
area cirargica. A cirurgia foi realizada por meio de uma incisdo da pele na regido da
linha mediana da bolsa testicular. Assim, a tanica vaginalis foi aberta e o testiculo foi
exposto por compressdo. Apos exposicao do testiculo, o corddo espermatico foi
clampeado, ligado, seccionado e o testiculo foi removido. Ao término, a pele da bolsa
testicular foi suturada com fio de nailon monofilamentar 4-0. O grupo SHAM foi
submetido aos mesmos procedimentos, porém sem extracdo dos testiculos nem
ligadura do cordao espermatico. Ao final, os animais receberam analgésico (Flunixin
meglumine, 2,5 mg / Kg, i.m, Chemitec ®, Brasil) e antibiotico (Enrofloxacina, 10 mg /
Kg, i.m, Chemitec ®, Brasil.). No mesmo dia da cirurgia, apés o procedimento

cirdrgico, todos os animais receberam o tratamento correspondente.
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3.3.2. Terapia de reposi¢cao com testosterona

O tratamento de reposicdo com testosterona (Testosterona Bioidéntica —
IMAFAR) no grupo ORX+T foi realizado durante 15 dias, por via subcutanea (s.c.) na
concentracdo de 0,5 mg /Kg/dia, mimetizando a concentracdo fisiolégica, como
previamente foi realizado em nosso laboratério por Moyseés et al. (2001). Os grupos
SHAM e ORX receberam somente 0 mesmo volume do veiculo utilizado para diluir a
testosterona (6leo de girassol) por via s.c. (Moysés et al. 2001). O grupo ORX+T+Al
foi tratado com anastrozol, inibidor da aromatase (Al), diluido em solucdo salina (0.9
%) numa dose de 0.1 mg/Kg/dia, via gavagem (Altintas et al. 2010). Os animais
tratados com testosterona receberam a primeira dose no mesmo dia da orquiectomia,

para evitar baixos niveis hormonais no periodo pés-operatorio.

3.3.3. Avaliacdo néo invasiva da pressao arterial

Os ratos foram submetidos a um periodo de adaptacédo por trés dias antes do
inicio da afericdo da PA. Os ratos foram colocados numa camara externa aquecida a
37 °C por 10 minutos e apo6s foram transferidos para uma camara de contencéo,
mantendo a mesma temperatura. Em seguida foi colocado o manguito pneumatico
(pletismégrafo - IITC INC / Life Science, 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA
91367-1253 EUA) na regidao proximal da cauda, o qual foi insuflado e desinsuflado
automaticamente até que os ratos permaneceram em repouso. Apés adaptacéo por 5
minutos na camara de contencdo, foram obtidos 5 registros da PAS. Foram
considerados os registros com variagcao nao superior a 5 mmHg para um mesmo rato.
Os registros associados ao movimento dos animais foram descartados (Ibrahim et al.
2006; Fritz & Rinaldi 2008). A afericdo da PAS foi realizada um dia antes do

procedimento cirdrgico, as 8 semanas de idade (dia 0) e apos 7 e 15 dias.

3.3.4. Dados ponderais

Apos tratamento com testosterona por 15 dias, o peso dos ratos foi obtido antes
dos procedimentos experimentais em cada grupo. Apos anestesia com cetamina (70
mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.), os coracdes foram imediatamente removidos

para analise de reatividade vascular e a prostata, vesicula seminal, as glandulas
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adrenais e a pituitaria foram cuidadosamente dissecados. Em seguida, os 06rgaos
foram pesados e a tibia esquerda retirada. Apés, foi avaliado o peso relativo dos
orgdos por meio da razao do peso umido (mg) pelo comprimento da tibia (mm), com
a finalidade de excluir variagcbes em relagcdo ao tamanho dos ratos.

3.3.5. Método de estudo de coracdo isolado

Apoés anestesia com cetamina (70 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.), 0s
animais foram heparinizados (100 Ul, i.v.) num volume de 100 pL pela veia jugular
direita (Bell et al. 2011). Apds, os ratos foram sacrificados e os coragfes foram
removidos e rapidamente transferidos para o aparelho de perfuséo retrograda [método
de Langendorff] (Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten) por meio da canulacdo
da aorta (Bell et al. 2011). Os coracbes foram perfundidos com solucdo de Krebs
modificada contendo o seguinte: 120 mM NaCl, 1,26 mM CacCl2.2H20, 5,4 mM KCl,
2,5 mM MgS04.7H20, 2 mM NaH2PO4.H20, 27 mM NaHCOs, 1,2 mM Na2S04, 0,03
mM EDTA e 11 mM glicose (Santos et al. 2010). A solucédo de Krebs foi mantida
aguecida a 37 ° C e continuamente aerada com mistura carbogénica contendo 5 % de
CO2 e 95 % de O, estabilizando pH a 7,4. Como mostrado em (Skrzypiec-Spring et
al. 2007) e esquematizado na figura 6.

Um baldo de latex ainda vazio, preso a uma canula de aco conectada a um
transdutor de pressdo (Instrumento MLTO0380 / Transdutor Reusavel BP) foi
introduzido no ventriculo esquerdo através da valvula mitral e em seguida preenchido
com agua até atingir uma pressdo de 10 mmHg (correspondente a pré-carga
ventricular) por meio de uma seringa milimétrica. Esse nivel de pré-carga mimetiza a
pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) o que corresponde a uma
pressdo isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PIVVE) ideal para ratos (Bell et al.
2011). Um fluxo constante de 10 mL/min, ideal para ratos (Bell et al. 2011), foi mantido
por uma bomba peristaltica (canais MS-Reglo 4, Hugo Sachs Electronics, Alemanha)

para a perfusao retrégrada do leito vascular coronariano por meio da aorta.

A presséo de perfuséo coronariana (PPC), produto do fluxo pela resisténcia do
leito vascular coronariano (Goodwill et al. 2017) foi avaliada por meio de um transdutor
de pressdao (Instrumento MLTO0380 / Transdutor Reusavel BP), conectado

imediatamente apés a canula de perfusédo adrtica, que por sua vez acoplado a um



32

sistema digital de aquisicdo de dados (Sistema PowerLab). Os registros foram obtidos
por meio do LabChart 7.3.1 (Copyright © 1994-2011 ADInstruments). Tendo em vista
que o fluxo utilizado na preparacédo foi constante, as alteracbes da PPC foram

diretamente relacionadas as mudancas na resisténcia vascular do leito coronariano.

» 37°C
« » pHT.4
» Mistura de 5% CO, e

95 % 0,

BK e
inibidores

i |
e

Bomba
peristaltica

Fluxo constante
10 mL / min

Banho de
argac

Coragao

Figura 6. Sistema de Langendorff com fluxo constante. O coragdo foi canulado por meio da aorta e perfundido
retrogradamente, e suspenso dentro de um banho de 6rgao aquecido. Um brago lateral, acoplado a canula de
perfusao adrtica, foi utilizado para obter a PPC por meio de um transdutor de pressdo. Um baldo de latex esvaziado,
conectado a uma céanula foi inserido no ventriculo esquerdo e preenchida com agua, sem bolhas de ar, a uma
pressao de 10 mmHg (PDFVE), a partir do qual a pressao desenvolvida do ventriculo esquerdo foi medida pelo
transdutor de pressao (PIVVE). Uma bomba peristaltica fornece um fluxo constante de solugdo nutridora para o
coracdo. Todo o sistema mantem a temperatura da solu¢éo nutridora continuamente aquecida a 37 ° C por meio
de um banho maria. Adaptado de Bell et al. (2011).

Apbs estabilizacao (40 minutos) foram obtidas a PPC basal e logo apés foram
construidas curvas dose-resposta a BK (Sigma, St. Louis, MO). Em seguida, cada
coracdao foi perfundido com um inibidor ou inibidores durante 20 min, de acordo com
0s protocolos experimentais e finalmente foram construidas novamente curva dose-

resposta a BK (figura 7).
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20 min
L-NAME (100 M)
INDO (2,8 pM)
L-NAME +INDO
L-NAME+ INDO + CLOT (0.75 pM)
L-NAME+INDO+TBA (0.75 mM)

40 min BK (10-12a 10-6 M) ‘ BK (10-1°a 10€M)

\ 4 . -

* *

PPC basal PPC apés inibigao
(ou inicial) (ou final)

Figura 7. Linha do tempo dos protocolos de reatividade vascular coronariana em coragao isolado de SHR. Comega
com a estabilizagdo do coragdo por 40 minutos, logo a obtencéo da PPC basal (ou inicial) seguido da primeira
curva de relaxamento a BK, a perfusdo dos inibidores por 20 minutos, a obten¢é@o da PPC apds inibicdo (ou final),
seguida pela segunda curva de relaxamento a BK nas mesmas doses e com intervalos semelhantes entre dose e

dose em relagdo a primeira curva, para evitar o fendbmeno da taquifilaxia & BK.

A resposta relaxante a BK foi calculada pela seguinte equacéo:

A (%) — 100 _ (PPC apés per fusdo do inibidor X100>

PPC gntes da perfusio do inibidor

Protocolos Experimentais

Foram realizados 5 protocolos experimentais (n = 8 para cada protocolo).
Dessa forma, para os 3 grupos estudados foram utilizados total de 120 animais.
Destes animais foram obtidos o peso corpéreo, o peso relativo dos érgaos, PAS, PPC
basal (inicial), PPC final, as curvas de relaxamento a BK, e os mediadores que

participam na modulacdo da PPC e do relaxamento a BK do leito vascular coronariano.
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Protocolo 1

Para avaliar a participacdo do oxido nitrico na modulacdo da PPC e do
relaxamento & BK do leito vascular coronariano, primeiro foi obtido a PPC basal
(inicial), logo foi construido uma curva dose-resposta a BK pela administracdo de
doses consecutivas crescentes in bolus (101° a 10-® M), seguidamente foi perfundido
com 100 pM de N®-nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME, inibidor ndo especifico da
enzima 6xido nitrico sintase -NOS) durante 20 minutos, apoés foi obtido a PPC final e

foi realizado uma segunda curva dose-resposta a BK.

Protocolo 2

Para avaliar a participacdo dos prostanoides [por exemplo PGlz] ha modulacao
da PPC e no relaxamento a BK do leito vascular coronariano, primeiro foi obtido a
PPC basal (inicial), logo foi construido uma curva dose-resposta a BK pela
administracdo de doses consecutivas crescentes in bolus (10%° a 10°% M),
seguidamente foi perfundido com 2,8 uM de indometacina (INDO, inibidor nao
especifico da enzima ciclooxigenase - COX) durante 20 minutos, ap6s foi obtido a

PPC final e foi realizado uma segunda curva dose-resposta a BK.

Protocolo 3

Para avaliar a participacdo de NO e dos prostandides [por exemplo PGlz] na
modulagéo da PPC e no relaxamento a BK do leito vascular coronariano, primeiro foi
obtido a PPC basal (inicial), logo foi construido uma curva dose-resposta a BK pela
administracdo de doses consecutivas crescentes in bolus (10 a 10° M),
seguidamente foi perfundido com 100 uM de L-NAME + 2,8 uM de INDO (Fulton et al.
1995, 1997, 1998) durante 20 minutos, apos foi obtido a PPC final e foi realizado uma
segunda curva dose-resposta a BK.

Protocolo 4

Para demonstrar a participacdo dos metabolitos da CYP (EETSs) como provavel

EDH na modulacdo da PPC e no relaxamento a BK do leito vascular coronariano,
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primeiro foi obtido a PPC basal (inicial), logo foi construido uma curva dose-resposta
a BK pela administracédo de doses consecutivas crescentes in bolus (101 a 106 M),
seguidamente foi perfundido com 100 uM de L-NAME + 2,8 yM de INDO + 0,75 uyM
de clotrimazol (CLOT, inibidor da enzima epoxigenase - CYP) durante 20 minutos,

apos foi obtido a PPC final e foi realizado uma segunda curva dose-resposta a BK.

Protocolo 5

Para demonstrar a participacdo dos canais para potassio (na provavel resposta
mediada pelo EDH) na modulacdo da PPC e no relaxamento a BK do leito vascular
coronariano, primeiro foi obtido a PPC basal (inicial), logo foi construido uma curva
dose-resposta a BK pela administracdo de doses consecutivas crescentes in bolus
(10-1° a 10°® M), seguidamente foi perfundido com 100 uM de L-NAME + 2,8 uM de
INDO + 0,75 mM de Tetrabutilamonio bissulfeto (TBA, bloqueador ndo especifico dos
canais para potéssio) durante 20 minutos, apos foi obtido a PPC final e foi realizado
uma segunda curva dose-resposta a BK (Moazed et al. 2009).

3.3.6. Disseccéo das artérias coronéarias

Para disseccdo das coronarias, os animais foram anestesiados com cetamina
(70 mgl/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.) e logo foram eutanasiados por decapitacao.
Em seguida, a cavidade toracica foi aberta, e o coragéo foi removido e colocado em
solucéo fria de Krebs modificada contendo: 120 mM NacCl, 1,25 mM CacCl2.2H20, 5,4
mM KCI, 2,5 mM MgS04.7H20, 2 mM NaH2PO4. H20, 27 mM NaHCOs, 1,2 mM
Na:SO4, 0,03 mM EDTA e 11 mM glicose) a um pH 7,4 para o procedimento de
disseccdo. Em seguida, os ramos descendente anterior e septal foram isolados por
meio de um microscépio de disseccdo (M900, F. Vasconcelos, Sdo Paulo, Brasil).

Para avaliacdo molecular os tecidos dissecados foram congelados em
nitrogénio liquido e estocados a -80 ° C até serem utilizados. J& para as andlises de
microscopia de fluorescéncia, as coronarias foram lavadas em solugéo de Krebs-
HEPES gelada, em seguida permaneceram em solucéo de Krebs-HEPES com 10 %
de sacarose por, pelo menos, 6 horas. Apés, as artérias foram incorporadas em meio

de congelamento Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura®, USA), congeladas e
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posteriormente cortes de secgdes transversais (10um) foram obtidos por meio de um

criostato (Leica 1850, Leica, USA). Os cortes foram fixados em laminas de vidro.

3.3.7. Western blotting

As coronarias para analise de Western blotting foram obtidas em forma
simultanea com os outros protocolos experimentais ao longo do trabalho, com um n=8
para cada grupo, com um total n= 24 ratos. Devido a pouca proteina obtida de cada
rato, amostras de dois ratos do mesmo grupo foram misturadas para obter uma
guantidade razoavel de proteina total, resultando no final em um n=4 por grupo.

As artérias coronarias de cada grupo, foram maceradas em 25 uL de RIPA
suplementado com inibidores de protease e fosfatase (65,2 mM Tris-HCI, 154 mM
NaCl, 1 % NP-40, 0,25 % deoxicolato de sodio, 0.8 mM EDTA, 1 mM PMSF, 10 mM
ortovanadato de sodio, 100 mM fluoreto de sédio, 10 mM pirofosfato de sédio e inibidor
de protease). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm durante 10 minutos
a 4 ° C para a remocao dos detritos. As concentracdes de proteinas das amostras
foram determinadas pelo método colorimétrico (Bio Rad DC Protein Assay). Aliquotas
do lisado, contendo 20 ug de proteina total, foram misturadas com tampé&o de amostra
para concentracao final de 1x. Em seguida, foram fervidas por 5 minutos e aplicadas
no gel. A separacdo das proteinas foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida 10 % a 4 °C, por 2 horas a 150 V. O padrao de peso molecular utilizado
foi o Prestained Protein Ladder — extra broad molecular weight (Abcam). Apos a
corrida do gel, as proteinas foram eletrotransferidas para a membrana de nitrocelulose
e foram bloqueadas com leite desnatado 5 % em TBST (0.13 M NaCl, 20 mM Tris, 0.1
% Tween 20, e pH 7,6) por 2 horas. Em seguida, a solugédo de bloqueio foi retirada e
as membranas foram lavadas com TBST 6 vezes durante 5 minutos. Depois foram
incubadas com anticorpo primario diluido em TBST com BSA 3% (albumina de soro
bovino). Foram usados anticorpo de camundongo para eNOS (diluicdo 1: 1000,
Abcam, numero de catalogo ab76198), COX-2 (diluicdo 1. 1000, BD, numero de
catalogo 603203), gp91phox (diluicdo 1: 1000, Abcam, numero de catalogo ab80897)
e B-actina (diluicdo 1: 5000; Abcam, numero de catalogo ab6276); anticorpo de coelho
para COX-1 (diluicdo 1: 1000, Abcam, numero de catalogo ab109025) e Akt (diluicdo
1: 1000, Abcam, numero de catalogo ab8805). As membranas foram incubadas

durante a noite a 4 ° C. Seguiram-se 6 lavagens de 5 minutos com TBST. Os
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anticorpos secundarios conjugados com peroxidase anti-camundongo (diluicdo 1:
2000, Cell signaling, numero de catalogo 7076) ou anti-coelho (diluicdo 1: 2000, Santa
Cruz Biotechnology, nimero de catalogo sc-2357) foram diluidos em BSA 1 % e
aplicados a membrana por uma hora a temperatura ambiente. Depois foram
realizadas outras 6 lavagens de 5 minutos. Em seguida, realizou-se a deteccédo de
guimioluminescéncia utilizando-se o reagente luminol (Santa Cruz Biotechnology)
seguida da exposicao ao filme radiografico. A quantificacdo das proteinas foi realizada
por densitometria utilizando-se o software ImageJ (National Institute of Health, NIH).
A expressao proteica foi calculada com base na propor¢édo da densidade especifica

de cada banda proteica pela densidade correspondente da 3-actina.

3.3.8. Producédo de 6xido nitrico (NO), anion superéxido (O2) e peroxido de

hidrogénio (H202) em artérias coronarias

O protocolo para medida de NO foi realizado conforme Costa et al. (2018) e a
avaliacdo da producéo de Oz e H202 foi realizada conforme Peixoto et al. (2018) com
algumas modificacBes. Para os trés grupos em estudo foi considerado um n=8 ratos,

em total n=24 ratos.

Para avaliar a producéo de NO foi utilizada a sonda fluorescente diacetato de
4,5-diaminofluoresceina (DAF-2, Sigma-Aldrich, 10 pM). As laminas foram
equilibradas por 10 minutos em tampéo fosfato (0,1 mM, pH = 7,4) contendo CaCl2
(0,45 mM). Em seguida, as sec¢des foram incubadas com DAF-2 numa camara Umida
sob abrigo da luz, a 37 C°. Apés 30 minutos de incubacéo, as secc¢des de cada artéria
foram estimuladas com tampao sem ACh (basal), contendo ACh (10 uM) ou fazendo
uso de ACh + L-NAME (300 uM) por 10 minutos.

Para avaliar a producdo de 0O2* foi usada a sonda dihidroetidio (DHE;
Invitrogen; 5 pM). As laminas também foram equilibradas por 10 minutos em tampéo
fosfato e apds 30 minutos de incubacdo com DHE as secc¢des foram estimuladas com
tampéo sem ANG Il (basal), contendo ANG Il (1 uM) ou utilizando ANG II + Tiron (10
M) por 10 minutos.

Para a quantificacdo de H202, utlizou-se a sonda 2.7
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H2DCF-DA; Life Technologies; 10 uM). As
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laminas também foram equilibradas por 10 minutos em tampéao fosfato e incubadas
com a sonda H2DCF-DA por 30 minutos. Apos esse periodo as seccdes foram
estimuladas com tampéo sem ANG Il (basal), contendo ANG Il (1 puM) ou utilizando
ANG Il + catalase (1000 Ul/mL) por 10 minutos.

Todas as laminas foram lavadas 3 vezes com intervalo de 10 minutos, e
montadas com auxilio do meio de montagem (Santa Cruz Biotechnology, USA) e de
laminulas. As imagens digitais foram adquiridas com um microscopio de fluorescéncia
(Zeiss, Axio Observer Z1), equipado com filtro de fluoresceina e camera AxioCam
MRm usando uma objetiva de 40x%. A intensidade de fluorescéncia foi medida usando
o software de uso livre Image J (versdo 1.46, NHI). A intensidade da fluorescéncia foi

expressa em unidades arbitrarias.

3.3.9. Andlise estatistica

A analise dos dados foi realizada com auxilio do software estatistico GraphPad
Prism 8. Os dados foram expressos como média £ erro padrdo da média (EPM), "n”
representa o0 numero de animais estudados. Para identificar possiveis dados outlier,
utilizamos o teste de Grubbs. Uma vez identificado outlier, foi utilizado o método de
ROUT adaptado para detectar qualquer valor discrepante dos dados da coluna e
esses foram removidos de acordo com a configuracdo Q em 1% (alfa = 0,01). Para
cada conjunto de dados, o teste de normalidade de D'Agostino-Pearson Omnibus foi
realizado. Para analise dos EDRFs da PPC basal foi usado o teste t de student. Para
analises dos dados ponderais, PPC basal, western blotting e area sob a curva (AUC)
foram realizadas usando a andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA). As
analises da PAS, relaxamento do leito coronariano a BK e dos protocolos de bloqueios
e as intensidades de fluorescéncia do NO, O2°*, H202 foram realizadas usando a
andlise de variancia de duas vias (two-way ANOVA). A AUC da resposta a BK foi
calculada considerando a linha de base no nivel 0 no eixo Y. Foi utilizado o pés-teste

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

Em relacéo a perda de animais, obtivemos um total 4 ratos mortos, sendo eles,
2 morreram na afericdo da pressao arterial, 2 morreram apés o procedimento cirdrgico
de castracdo e nenhuma mortalidade durante o periodo de tratamento com veiculo,

testosterona e inibidor da aromatase.

4.1. DADOS PONDERAIS

A tabela 1 mostra que a orquiectomia (ORX) e orquiectomia associada ao
tratamento (ORX + T) nado alterou o peso corporal e o comprimento da tibia quando
comparados ao grupo SHAM. Também, observamos uma reduc¢éo do peso relativo da
préstata e da vesicula seminal e aumento do peso relativo das glandulas adrenais e
da pituitaria no grupo ORX. Por outro lado, o tratamento preveniu, mas nao aboliu a
reducdo do peso relativo da prostata e vesicula seminal, bem como, preveniu

parcialmente o aumento do peso relativo das glandulas adrenais e pituitaria.

Tabela 1: Peso corpéreo (g), comprimento da tibia (mm) e peso relativo (mg/mm) da préstata, vesicula
seminal, glandulas adrenais e pituitaria nos grupos SHAM, ORX e ORX + T ap6s 15 dias de tratamento

com doses fisioldgicas de testosterona

Parametro n SHAM n ORX n ORX+T
Peso corporal (g) 22 226+6 20 2097 20 21545
Tibia (mm) 22 35.24 +0.31 20 34.68 +0.31 20 34.99£0.20
Prostata (mg/mm) 22 6.22 £+0.34 20 0.87 +0.21" 20 3.38+0.34"#
Vesicula  seminal

22 15.43 £ 0.86 20 2.68 + 0.20" 20 7.77 £0.61°#
(mg/mm)
Glandula  adrenal X

22 0.453 +0.012 20 0.517 +0.014 20 0.442 + 0.0107
direita (mg/mm)
Glandula  adrenal X

0.513 +0.017 20 0.585 +0.017 20 0.539 +0.010

esquerda (mg/mm)
Pituitaria (mg/mm) 22 0.201 + 0.005 20 0.239 +0.003" 20 0.216 + 0.005"#

Os valores foram expressos como a média + EPM. ANOVA de uma via e pés-teste de Tukey foram utilizados.
"p<0,05 vs grupo SHAM; #p<0,05 vs grupo ORX.
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4.2. PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

A figura 8 indica a progressdo da PAS durante 15 dias, periodo no qual foi
realizado o tratamento de reposicdo com testosterona. Ressaltamos neste momento,
a importancia da inclusdo de um novo grupo (orquiectomia, reposicdo com
testosterona conjugada com um inibidor da enzima aromatase - ORX+T+Al) com
intuito de excluir a possibilidade de atuacdo do estradiol nas respostas, por meio da
aromatizacdo da testosterona. Sendo assim, observamos a progressdo da PAS
somente nos grupos SHAM, ORX + T e ORX + T + Al ap6ds 15 dias (205 £ 6 mmHg,
203 £ 4 mmHg, e 213 £ 3 mmHg respectivamente) em comparacao ao primeiro dia de
tratamento, dia 0 (181 £ 2 mmHg, 179 + 3 mmHg, e 167 + 2 mmHg, respectivamente).
Entretanto, no grupo ORX nao houve esta progresséo (178 + 2 mmHg para 187 + 3
mmHg). Ao analisar diferencas entre grupos no 152 dia, observamos que o grupo ORX
apresentou o menor valor sistélico (187 £+ 3 mmHg) em comparagdo aos demais
grupos (SHAM: 205 = 6 mmHg; ORX + T: 203 + 4 mmHg; ORX + T + Al: 213 £ 3
mmHg).

2501
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% 200+ A~ ORX+T
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Figura 8. Pressao arterial sistolica (PAS) em SHR. SHAM (n =13), ORX (n=18), ORX +T (n=22) e
ORX + T + Al (n = 15). Os dados foram expressos como a média + EPM. Analise de variancia de duas
vias e pos-teste de Tukey foram utilizados para analise dos dados. #p<0.05 dia O vs dia 15,"p<0.05 vs
SHAM.
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4.3. PRESSAO DE PERFUSAO CORONARIANA BASAL

De acordo com a figura 9, ndo observamos diferencas entre 0os grupos na
pressdo de perfusdo coronariana basal ao final do tratamento (SHAM, 116 + 8 mm
Hg; ORX, 114 + 6 mm Hg; ORX + T, 110 + 4 mm Hg; ORX + T + Al, 95 + 3 mm Hg).
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Figura 9. Presséo de perfusdo coronariana (PPC) basal nos grupos SHAM (n = 12), ORX (n = 10),
ORX +T (n=9) e ORX + T+ Al (n = 8). Os dados foram expressos como a média £ EPM, foram utilizados
a analise de variancia de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey.

4.4, PAPEL DOS EDRFs NA MANUTENCAO DA PRESSAO DE PERFUSAO
CORONARIANA BASAL.

Os resultados provenientes da tabela 2, indicam a participa¢do dos mediadores
endoteliais na manutencao do ténus coronariano. Sendo assim, os dados mostram o
importante papel do NO e da via dos prostanodides nesta manutencgéo. Por outro lado,
nao observamos diferengcas entre os bloqueios conjugados (L-NAME+INDO, L-
NAME+INDO+CLOT e L-NAME+INDO+TBA) revelando assim, que a EDH, via EETs

e/ou canais para K*, parece nao participar na manutencao do ténus coronariano.
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Tabela 2. Delta de variacdo percentual (%) da PPC nos grupos SHAM, ORX e ORX + T apés a perfusao
com 100 uM de L-NAME; 2,8 uM de indometacina (INDO); L-NAME + INDO; L-NAME + INDO + 0,75 yM de
clotrimazol (CLOT) ou L- NAME + INDO + 0,75 mM de Tetrabutilam6nio (TBA).

L-NAME + L-NAME +
L-NAME +
Tratamento CONTROLE L-NAME INDO INDO INDO + INDO +
CLOT TBA

n mmHg n A(%) n A(%) n A(%) n A(%) n A(%)

SHAM 8 11447 8 71+15° 8 22+3 8 54+12° 8 67+16" 8 74+8

ORX 8 11446 8 84+14 8 46+16" 8 85+19" 8 83+13" 8 78+11

ORX+T 8 11645 8 76+12° 8 35+9" 8 79+11" 8 77+7° 8 8310

Os valores foram expressos como a média + EPM. Para a comparacgéo de dos grupos foram usados o teste t
de student. "p<0,05 em comparagéo ao controle.

45. REATIVIDADE DO LEITO VASCULAR CORONARIANO EM
RESPOSTA A BRADICININA

Na figura 10A observamos as curvas dose-resposta a BK. Os grupos ORX + T
e ORX + T + Al apresentaram um aumento significativo na resposta relaxante a BK
em comparacgado ao grupo SHAM, e isso foi evidente a partir das doses de 3x10® a 10
6 M. A figura 10B mostra a area sob a curva (AUC) da resposta relaxante a BK. As
AUCs dos grupos ORX + T e ORX + T + Al foram maiores em comparagao ao grupo
SHAM. Por outro lado, ndo houve diferenca das AUCs entre os grupos ORX + T e
ORX + T + Al. Além disso, a AUC do grupo ORX + T + Al foi maior da AUC do grupo
ORX.
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Figura 10. A) Curvas dose-resposta a bradicinina (BK,10-1° a 106 M) no leito vascular coronariano dos
grupos SHAM (n=12), ORX (n=10), ORX+ T (n=9) e ORX + T + Al (n =8). Os dados foram expressos
como média £ EPM. A analise de variancia de duas vias e p0s-teste de Tukey foram utilizados. “p<0,05
ORX + T vs SHAM; #p<0,05 ORX + T + Al vs SHAM. B) Area sob a curva (AUC, em unidades arbitrarias)
apos administracdo da BK em todos os grupos. Os dados foram expressos como média £+ EPM. A
andlise de variancia de uma via e pos-teste de Tukey foram utilizados *p<0,05 vs SHAM; %p<0,05 vs
ORX + T + Al

4.6. MEDIADORES ENDOTELIAIS NO RELAXAMENTO DO LEITO
VASCULAR CORONARIANO

Ao analisarmos quais mediadores endoteliais participam na resposta de
relaxamento induzido pela BK, observamos que esta reposta €, em parte, dependente
do NO, da via dos prostandides e da EDH. Adicionalmente, quando analisada uma
das vias candidatas a EDH, a via da CYP, observamos que o relaxamento a BK foi
abolido, bem como, apoés a utilizacdo de um bloqueador inespecifico de canais para
potassio nos grupos SHAM e ORX (figura 11A e B).

Por outro lado, foi observado que no grupo tratado com testosterona a via dos
prostandides parece ndo participar no relaxamento induzido pela BK, ao passo que
tanto o NO quanto a EDH participam desta resposta. Similarmente aos grupos SHAM
e ORX, a inibicdo tanto da CYP quanto dos canais para potassio aboliram o
relaxamento a BK (figura 11C).

A figura 12, mostra que a sintese de NO ndo foi diferente entre os grupos. A
participacdo da prostaciclina foi reduzida no grupo tratado com testosterona. Além
disso, o grupo tratado com testosterona teve maior participacdo da EDH (EETs e os

canais para potassio) no relaxamento a BK.



44

>
vy

SHAM ORX
101 -101
S o R S 0| e e e e
) = e
2 104 27 2 101 .
*
qC) —@- CONTROLE g —@— CONTROLE *
e 201 = Lname = 209 -3 Lname
© ]
X 304 —A- INDO X 30- -A- INDO
© —©O— L-NAME+INDO © —©— L-NAME+INDO
S:') 404 L-NAME+INDO+CLOT & 404 L-NAME+INDO+CLOT
L-NAME+INDO+TBA L-NAME+INDO+TBA
50 T T 1 1 1 50 1 1 T T T
-10 -9 -8 -7 -6 -10 -9 -8 -7 -6
log BK (M)
log BK (M)
ORX+T
-10-
O\o 0_. .............................
3 & Je
1 —
+— .
GC) -0 CONTRO *
e 201 5 Lnave *
©
<>'é 30- -A- INDO
_— —©— L-NAME+INDO
nq:) 40— L-NAME+INDO+CLOT
L-NAME+INDO+TBA
50 T T T T T
-10 -9 -8 -7 -6
log BK (M)

Figura 11. Curvas dose-resposta a bradicinina (BK, 102 a 10 M) no leito vascular coronariano dos
grupos SHAM (A), ORX (B) e ORX + T (C) antes e apds perfusdo com L-NAME 100 uM; Indometacina
2,8 uM (INDO); L-NAME + INDO; L-NAME + INDO + Clotrimazol 0,75 yM (CLOT) ou L-NAME + INDO
+ Tetrabutilaménio 0,75 mM (TBA). Os dados foram expressos como média + EPM. Utilizamos a analise
de variancia de duas vias seguida pelo pés-teste de Tukey. 'p<0,05 vs controle; #p<0,05 vs L-NAME +
INDO, n=8.
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Figura 12. Participacdo dos fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) no relaxamento
induzido pela BK no leito vascular coronariano dos grupos SHAM (n =8), ORX (n=8)e ORX + T (n =
8). A participac@o dos EDRFs foi calculada por meio das diferengas entre as areas sob as curvas com
os inibidores: oxido nitrico (NO) = [AUC (Controle) - AUC (L-NAME) ] (A), prostaclina (PGI2) = [AUC
(Controle) - AUC (INDO) ] (B), acidos epoxieicosatrienoicos-EETs (EDH) = [AUC (L-NAME + INDO) -
AUC (L-NAME + INDO + CLQOT) ] (C) e dos canais para potassio (canais para K*) = [AUC (L-NAME +
INDO) - AUC (L-NAME + INDO + TBA) ] (D). Os dados foram expressos como média + EPM. Utilizamos
analise de variancia de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey. ‘p<0,05 vs SHAM; #p<0,05 vs ORX.

4.7. EXPRESSAO PROTEICA DA eNOS, COX-1, COX-2, gp91phox E Akt
EM ARTERIAS CORONARIAS

De acordo com a figura 13, observamos que nem a orquiectomia nem o
tratamento com testosterona alterou a expressdo da eNOS, COX-1, COX-2 e
gp91phox nas coronarias dos grupos estudados. No entanto, a orquiectomia
aumentou a expressao apenas da Akt e o tratamento com testosterona nao evitou

esse efeito.
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Figura 13. Western blotting e andlise densidométrica da expressao da eNOS, COX-1, COX-2,
gp91phox e Akt nas artérias coronarias nos grupos SHAM, ORX e ORX + T. Na parte superior de cada
figura, o exemplo representativo do blotting da eNOS (A), COX-1 (B), COX-2 (C), gp91phox (D) e Akt
(E). Na parte inferior de cada figura mostra, a analise densidométrica da expresséo de cada proteina.
Os resultados (média + EPM) foram expressos como a relacdo entre o sinal da proteina em estudo e o
sinal da B-actina. Foram utilizados a analise de variancia de uma via e pds-teste de Tukey para a anélise
dos dados, n = 4 animais por grupo.
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4.8. PRODUCAO DE NO EM ARTERIAS CORONARIAS

As andlises de fluorescéncia indicaram que nao houve diferenca entre 0s
grupos estudados em relacao a sintese de NO em condi¢cfes basais. Adicionalmente,
ao realizar o mesmo protocolo perante estimulacao para formagéo de NO, houve um
aumento nesta producdo, no entanto também n&do observamos diferengas entre os

grupos estudados (figura 14).
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Figura 14. Deteccédo espectrofluorométrica de oxido nitrico (NO) com DAF-2 em cortes transversais de
artérias coronérias no estado basal, quando incubadas com acetilcolina (ACh) ou com ACh + L-NAME
dos grupos SHAM, ORX e ORX + T. As imagens de fluorescéncia sao representativas de 8 ratos para
cada grupo (A). O grafico de barras mostra a média + EPM da intensidade de fluorescéncia em
unidades arbitrarias. A analise de variancia de duas vias e pés-teste de Tukey foram utilizadas para a
analise dos dados, com *p<0,05 (B).
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4.9. PRODUCAO DE 02* EM ARTERIAS CORONARIAS

De acordo com os dados da fluorescéncia ao DHE, observamos que o
tratamento com testosterona foi capaz de aumentar a sintese de O2*" em comparacao

ao grupo SHAM e ORX em condi¢des basais e ap0s a estimulagcdo com ANG I

(Figura 15).
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Figura 15. Deteccdo espectrofluorométrica do &nion superoxido (O2°) pelo DHE em cortes
transversais de artérias coronarias no estado basal, quando incubadas com ANG Il ou ANG Il + Tiron
dos grupos SHAM, ORX e ORX + T. As imagens de fluorescéncia sdo representativas de 8 ratos para
cada grupo (A). O gréafico de barras mostra a média + EPM da intensidade de fluorescéncia em
unidades arbitrarias. A analise de variancia de duas vias e pos-teste de Tukey foram utilizadas para a
andlise dos dados, com*p<0,05 (B).
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4.10. PRODUCAO DE H202 EM ARTERIAS CORONARIAS

De acordo com os dados da fluorescéncia ao DCF-DA, observamos que o
tratamento com testosterona também foi capaz de aumentar a sintese de H202 em
comparacao ao grupo SHAM e ORX em condi¢Bes basais e apos a estimulagdo com
ANG Il (figura 16).
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Figura 16. Detecc¢éo espectrofluorométrica de peroxido de hidrogénio (H202) com DCF-DA em cortes
transversais de artérias coronarias no estado basal, quando incubadas com ANG Il ou ANG Il + catalase
nos grupos SHAM, ORX e ORX + T. As imagens de fluorescéncia séo representativas de 8 ratos para
cada grupo (A). O gréafico de barras mostra a média + EPM da intensidade de fluorescéncia em
unidades arbitrarias. A analise de variancia de duas vias e pos-teste de Tukey foram utilizadas para a
andlise dos dados, com *p<0,05 (B).
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5. DISCUSSAO

O achado principal deste estudo, foi que a terapia de reposicdo com doses
fisiologicas de testosterona por 15 dias, aumentou o relaxamento induzido pela BK no
leito vascular coronariano em SHR orquiectomizado, resposta que foi independente
da aromatizacdo, com maior participacdo da EDH. Um dos possiveis candidatos para

a EDH séo os EETs (que agiriam estimulando os canais para potassio) e o H20x.

Iniciamos a discussdo do presente estudo confirmando indiretamente nosso
modelo de deficiéncia hormonal, para a qual avaliamos o peso corpdreo e o peso
relativo da préstata, vesicula seminal, glandulas adrenais e pituitaria apoés
orquiectomia e a terapia de reposicao com doses fisiolégicas de testosterona. Nossos
resultados mostraram que o peso corporeo dos ratos nao foi alterado nos grupos
estudados. A orquiectomia diminuiu o0 peso relativo da prdstata quanto da vesicula
seminal, e a terapia de reposicdo com doses fisiologicas de testosterona preveniu
parcialmente essa diminuicdo. Estes resultados sugerem o papel importante da
testosterona na funcéo e/ou trofismo desses érgdos (Bingaman et al. 1994; Handa et
al. 1994), isto poderia confirmar indiretamente nosso modelo de deficiéncia hormonal
induzido pela orquiectomia em SHR. Por outro lado, nossos resultados mostraram que
a orquiectomia aumentou o peso relativo das glandulas adrenais além da glandula
pituitaria e o tratamento preveniu parcialmente esse aumento. Similarmente, Kitay
(1963) demonstrou que a orquiectomia em ratos produziu aumento do peso da
glandula pituitaria e adrenais, e que a terapia de reposicdo com testosterona reverteu
esses efeitos. Também , observou-se que a orquiectomia ativa o eixo Hipotalamo-
pituitario-adrenal (HPA), e que o tratamento com testosterona reverte esse efeito
(Bingaman et al. 1994; Handa et al. 1994, 2013; Rubinow et al. 2005; Williamson et al.
2005). Portanto, este aumento do peso relativo das glandulas adrenais e da pituitaria
no grupo orquiectomizado refletiiam numa atividade aumentada destas glandulas,

além do papel importante da testosterona no controle do eixo HPA.

Em relacdo ao estudo do papel da testosterona no desenvolvimento da
hipertensdo em SHR por meio da orquiectomia e tratamento com doses fisioldgicas
de testosterona por 15 dias sobre a PA. Nossos dados mostraram, que a orquiectomia
foi capaz de reduzir os valores pressoricos e a reposicdo com testosterona impediu

esta reducao. Estes resultados corroboram os achados de Masubuchi et al. (1982),



51

Jenkins et al. (1994), e Song e Martin (2006) que demostraram o papel da testosterona
na manutencéo da pressao arterial em animais hipertensos. Ademais, Reckelhoff et
al. (1999) demonstraram que o tratamento com flutamida (antagonista do AR) diminuiu
a PA em SHR. Por conseguinte, ja foi proposto que a hipertensdo em SHR seria
mediada pela testosterona por meio da ativacdo do SRAA (Reckelhoff et al. 2000b;
Fischer et al. 2002) aumentando o estresse oxidativo (Fortepiani & Reckelhoff 2005)

e a ativacao do ténus simpético periférico (Salt 1972).

Os resultados da PPC basal nos sugerem gue a testosterona ndo participa do
controle do tonus vascular coronariano. Estes dados sao similares aos achados de
outros trabalhos realizados em nosso laboratério em ratos normotensos (Moysés et
al. 2001; Rouver et al. 2015). A manutengcdo basal do tonus do leito vascular
coronariano depende de fatores sintetizados pelo endotélio, em resposta aos
estimulos fisiolégicos, e a participacdo desses fatores estaria relacionada com uma
regulacdo homeostatica da funcdo vascular (Santos et al. 2010). Analisando
especificamente a participagdo dos EDRFs no controle da PPC basal, nossos
resultados sugerem semelhante participacdo do NO e prostandides vasodilatadores
na modulacdo da PPC basal em todos os grupos. Estes resultados parcialmente
corroboram os achados de Santos et al. (2010)que sugeriram a participacdo do NO,
PGl2 e EDH no controle da PPC basal em SHR intacto. Outros estudos realizados em
ratos normotensos intactos ou orquiectomizados sugeriram a participagdo do NO
(Fulton et al. 1995, 1996; Rouver et al. 2015; Santos et al. 2016), ou NO e PGl (Santos
et al. 2004, 2016; Rouver et al. 2015) no controle da PPC basal, bem como na
manutencdo do tébnus em animais orquiectomizados tratados com testosterona
(Rouver et al. 2015).

Apbs obtido os dados da PPC basal, analisamos a reatividade vascular
coronariana utilizando como agonista vasodilatador a BK. Observamos que o
tratamento com testosterona por 15 dias potencializou a resposta de relaxamento
induzida pela BK em SHR orquiectomizado, e esse efeito foi independente da
aromatizagdo. Resultados similares foram encontrados por Rouver et al. (2015) em
ratos normotensos e orquiectomizados, sugerindo assim, que a terapia de reposi¢ao
com doses fisiologicas de testosterona modula positivamente a fun¢éo endotelial. Esta
melhora do relaxamento a BK, talvez possa ser atribuida a modulacdo pela

testosterona exdgena em auséncia dos outros hormonios testiculares. Assim, o



52

testiculo, além da  testosterona e DHT, sintetiza  pregnenolona,
dehidroepiandrosterona (DHEA), progesterona e as formas sulfatadas destes
hormonios (Torre et al. 1986), que podem contribuir para o aumento do tdnus vascular
(Payne & Jaffe 1975; Souness & Morris 1996; Luisi et al. 2000; Charalampopoulos et
al. 2005; Chang et al. 2008; Figueroa-Valverde et al. 2009, 2010). Por outro lado, a
testosterona inibe a sintese basal da aldosterona, também a estimulada pela ANG Il
e pelo horménio adrenocorticotréfico (ACTH) (Kau et al. 1999) modulando o ténus
vascular. Portanto, esses efeitos da testosterona exdgena em auséncia dos outros
horménios testiculares parecem modular o ambiente vascular e contribuir para maior

relaxamento a BK no leito vascular coronariano de SHR orquiectomizado.

Em relagdo aos mediadores endoteliais envolvidos nesta resposta, Nnossos
resultados sugerem participagdo do NO, via dos prostandides e da EDH no
relaxamento induzido pela BK nos grupos SHAM e ORX. Em ambos os grupos, a
participacdo de NO parece ser de forma independente da via dos prostandides,
igualmente ha uma independéncia da participacao dos prostandides em relacdo ao
NO, ja que a inibicdo da sintese de ambos os mediadores, ndo alterou o relaxamento
a BK quando comparado com a inibicao individual da sintese de cada mediador, ou
seja, a inibicdo da sintese de NO e PGI2 ndo teve nenhum efeito antagénico ou
sinérgico num provavel cross-talk entre eNOS e COX (Upmacis et al. 1999; Kim et al.
2005). Por outro lado, no grupo tratado houve a participacdo somente do NO e EDH
nesta resposta. Além disso, a participacdo do NO se manteve no relaxamento a BK
apos a inibicdo da sintese de NO e prostandides, o que sugere uma atividade da
eNOS independente dos efeitos da COX, em termos da possivel existéncia de um
cross-talk entre eNOS e COX (Upmacis et al. 1999; Kim et al. 2005).

A auséncia da alteracdo do relaxamento a BK, apoOs perfusdo com
indometacina no grupo tratado, nos leva a sugerir que o tratamento com testosterona
em auséncia de outros hormdonios testiculares modula negativamente a participagédo
dos prostandides. De fato, estudos demonstram que a testosterona possui a
capacidade de modular essa via ao promover uma reducédo na sintese da PGl2 e TXA2
em artéria cerebral de ratos (Gonzales et al. 2004) ou somente PGl2 em cultura de
células de musculo liso de aorta de rato (Nakao et al. 1981). Por outro lado, Schror et

al. (1994) mostraram um aumento na densidade do receptor de TXA2 em coronaria de
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cobaia, apés tratamento com testosterona. Sendo assim, parece que os efeitos da

testosterona sdo amplos e dependem de algumas condi¢des fisioldgicas.

Para avaliar a participacdo da EDH no relaxamento induzido pela BK, a inibicdo
da sintese do NO e a via dos prostandides séo fundamentais (Campbell & Harder
2001). Um dos possiveis candidatos a EDH, sdo os metabdlitos da CYP [acidos
epoxieicosatrienoicos (EETs)](Baron et al. 1997; Popp et al. 2002). O clotrimazol é um
inibidor ndo seletivo da CYP (Fulton et al. 1995) que utilizamos para estudar a
participacdo dos seus metabdlitos. Assim, apOs perfusdo com clotrimazol em
presenca dos inibidores da NOS e COX, o relaxamento foi quase abolido nos grupos
estudados em comparacdo as curvas controles. Além disso, o relaxamento apés a
perfusdo com L-NAME + INDO em comparacédo com L-NAME + INDO + CLOT foram
diferentes. Isso sugere a participacdo dos metabdlitos da CYP (EETs) na EDH.
Nossos resultados corroboram estudos prévios no leito vascular coronariano de ratos
normotensos orquiectomizados e tratados com doses fisioldégicas de testosterona
(Rouver et al. 2015), em artéria coronaria de rato normotenso intacto (Fulton et al.
1995) e em artéria coronaria de porco intacto (Fisslthaler et al. 1999). No entanto, em
nosso estudo a participacdo dos metabdlitos da CYP (EETs) aumentou no grupo
tratado com testosterona, sugerindo uma provavel modulacdo da expressao e/ou
atividade da CYP, além da provavel modulacdo da sintese e/ou fungcdo dos
metabdlitos da CYP pela testosterona exdégena em auséncia dos outros hormonios

testiculares no leito vascular coronariano.

Elementos importantes da EDH sado os canais para potassio. Sendo assim, para
estuda-los, realizamos um protocolo de bloqueio inespecifico com TBA e observamos
que o relaxamento a BK foi abolido em todos os grupos. Além disso, o relaxamento
apos a perfusdo com L-NAME + INDO + TBA foi diferente daguela somente com L-
NAME + INDO, o que sugere envolvimento dos canais para potassio no relaxamento
do leito vascular coronariano. Nao obstante, observamos que a participacdo dos
canais para potéassio foi maior no grupo tratado em comparac¢ao com os grupos SHAM
e ORX. Similarmente, outros estudos mostraram que a expressdo dos canais para
potassio em aorta de rato (Zhou et al. 2008) e em tecido cardiaco (Liu et al. 2003;
Brouillette et al. 2005; Kurokawa et al. 2016; Masuda et al. 2018) é regulada pela
testosterona, isso sugere a possivel modulacdo pela testosterona exdgena em

auséncia dos outros hormonios testiculares na expresséao e atividade dos canais para
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potassio no leito vascular coronariano. Baseado em nossos resultados, sugerimos que
a participacdo dos canais para potassio parece ser mediada pelos EETs (via EDH)
(Hu & Kim 1993; Li & Campbell 1997; Gauthier et al. 2005; Larsen et al. 2006) ou o
envolvimento de possiveis candidatos a EDH, tais como H202, jA que 0S nossos
resultados de fluorescéncia com DCF-DA mostraram um aumento na sua sintese no
grupo tratado com testosterona. De fato, um dos candidatos a EDH é o H20:
sintetizado a partir da dismutacdo do O2°* pela enzima Cu,Zn superoxido dismutase
(Cu, Zn-SOD), portanto a sua formacéo depende das concentracdes de O2* que pode
ser formado a partir da eNOS desacoplada (Matoba et al. 2000, 2002; Matoba &
Shimokawa 2003; Morikawa et al. 2003; Shimokawa & Matoba 2004; Takaki et al.
2008; Shimokawa 2010). Como nossos dados mostraram que a formacéo do NO foi
similar entre 0os grupos, a sintese aumentada de O2*, tal como sugerido pela da
analise de DHE, nédo seria produto da eNOS desacoplada. Talvez, uma fonte adicional
na sintese de O2* seja a ativagdo aumentada da CYP epoxigenase, enzima envolvida
também na sintese de EETs (maior no grupo ORX + T) e consequentemente, maior
geracdo de H202 no grupo tratado do presente trabalho. Portanto, h4 uma provavel
atuacdo do H202 sobre os canais para potassio (Barlow & White 1998; Hayabuchi et
al. 1998), no musculo liso vascular do leito coronariano. Para comprovar esta
suposicao, precisariamos de um protocolo com a degradacao da sintese de H202, por

exemplo, a perfusédo do leito vascular coronariano com catalase.

De fato, a EDH participa da resposta de relaxamento induzida pela BK em todos
0S grupos, porém, no grupo tratado esta participacdo se encontra potencializada. Para
explicar este resultado, primeiramente poderiamos especular um possivel cross-talk
entre a via dos prostandides e atividade da EDH em SHR, ou seja, a via dos
prostandides inibindo a via da EDH. Esta hip6tese esta baseada nos estudos de Plane
e Garland (1996) que demonstraram um relaxamento induzido a ACh mediado pelo
NO e EDH apés uma pré-contracédo com fenilefrina, por outro lado, quando houve uma
pré-contracdo com U46619, um agonista do receptor de TXAz, o relaxamento foi
mediado somente pelo NO. Reforgando ainda mais esta idéia, o estudo de Scornik e
Toro (1992) demonstrou que o U46619 inibiu a probabilidade de abertura dos canais
para potassio, em artéria coronaria de porco. Portanto, estes estudos nos da um
embasamento para explicar a predominéncia da via da EDH em nossos resultados no
grupo tratado (Scornik & Toro 1992; Plane & Garland 1996; Crane & Garland 2004)
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em associacdo com a via dos prostanodides que se encontra reduzida devido a
testosterona exdgena em auséncia dos outros hormoénios testiculares, justificando

assim, a resposta aumentada da EDH no grupo tratado.

Para nos ajudar a discutir os resultados relacionados a participacao dos EDRFs
no relaxamento induzido pela BK, fizemos andalises na expressao proteica de
diferentes enzimas envolvidas na sintese deste principais mediadores (eNOS, COX-1
e COX-2), além da gp91phox, subunidade catalitica produtora de O2°* e a proteina
quinase B (Akt), proteina envolvida na sinalizag&o intracelular.

Em relacdo a expressdo da enzima envolvida na sintese de NO, nossos
resultados mostraram que a expressao da eNOS na coronéria nao foi diferente nos
grupos estudados, sugerindo que a testosterona ndo modula a expressao da eNOS.
Similarmente, em tecido vascular de ratos normotensos Blanco-Rivero et al. (2006a,
b, 2007) mostraram que a orquiectomia ndo alterou a expressao da eNOS, em artéria
mesentérica e aorta. Além disso, Martin et al. (2005) mostraram que a orquiectomia
reduziu a expressado da nNOS, em artéria mesentérica. Em outros tecidos, Penson et
al. (1996) mostraram, que nem a orquiectomia nem o tratamento anti-androgénico
(com flutamida), alteraram a expressdo da eNOS e nNOS em fraccéo citosdlica do
pénis do rato. Por outro lado, Park et al. (2001) mostraram, que em corpo cavernoso
do pénis do rato, a orquiectomia diminuiu a expressao da nNOS, e foi restaurada pela
terapia de substituicio com androgénios (testosterona e DHT); e a expressdo da
eNOS, néo foi alterada por nenhum tratamento. Provavelmente, a modulagdo da
expressao da NOS pelos andrégenos dependa de alguns fatores, tais como a isoforma
da NOS, o tecido em analise, se ha alguma doenca instalada e a espécie estudada.
Assim, poderiamos afirmar que tanto a expressao quanto a atividade da eNOS na
coronéria seriam independentes dos efeitos da testosterona e provavelmente dos
outros hormonios testiculares no SHR, visto que além de ndo modificar a eNOS,
nossos resultados de fluorescéncia com DAF-2 indicaram que a producdo de NO

basal e apos estimulagdo com ACh n&o foi diferente entre os grupos estudados.

BN

Em relacdo a expressdo das enzimas que sintetizam os prostanoides, a
expressdo da COX-1 e COX-2 em artérias coronarias nao foi diferente nos grupos
estudados. Similarmente, Blanco-Rivero et al. (2006a) mostraram que a orquiectomia

nao alterou a expressao da COX-2 em artéria mesentérica de ratos. Por outro lado,
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Martorell et al. (2007) mostraram que a orquiectomia aumentou a expressao da COX-
2 em aorta. Cheuk et al. (2000) mostraram que a orquiectomia diminuiu a expressao
da COX-1 e COX-2 no epididimo e o tratamento com testosterona reverteu esta
resposta. Portanto, embora a participacdo da via dos prostandides tenha sido similar
entre os grupos SHAM e orquiectomizado no relaxamento induzido pela BK,
esperavamos uma reducao na expressao da COX no grupo tratado, uma vez que esta
via se encontra atenuada neste grupo. No entanto, mesmo sem diferengcas na
expresséo proteica, isso nao significa necessariamente que a atividade destas
enzimas esta reduzida. Pode significar também, uma reducéo na sintese de PGz e

uma maior producéo na sintese de TXAaz.

Sabe-se que os EETs modulam a atividade da Akt, em mecanismos envolvidos
com a proliferacdo celular endotelial, angiogénese e entre outras func¢des (Pozzi et al.
2005; Wang et al. 2005). Devido a participacdo aumentada dos EETSs, no relaxamento
induzido pela BK no grupo tratado com testosterona, analisamos de que forma a
expressédo da Akt interferiria nesse relaxamento. Assim, nossos resultados mostraram,
gue a orquiectomia aumentou a expressao da Akt, e o tratamento ndo impediu esse
efeito. Inicialmente isto sugere, que a testosterona exdgena ndo modularia a
expressao da Akt. Uma hipotese para explicar tais resultados estaria relacionada a
modulacao na expressao da Akt por outros horménios testiculares, como por exemplo,
pregnenolona, sulfato de pregnenolona, progesterona, DHEA e sulfato de DHEA
(Torre et al. 1986) e nao diretamente pela testosterona. Nao obstante, estudos tém
indicado resultados contrarios aos nossos, como o de Zhao et al. (2016) em aorta de
ratos normotensos onde a orquiectomia diminuiu a expressdo da Akt, e que a

reposicao com dose baixa de testosterona reverteu parcialmente esse efeito.

Embora a expressao da Akt tenha aumentado nos grupos ORX e ORX + T,
parece que este aumento ndo contribui com o mecanismo de fosforilacdo da eNOS
(Fulton et al. 1999; Luo et al. 2000) j& que a sintese basal de NO e ap0s estimulagéo
com ACh, além de que sua participacdo no relaxamento induzido pela BK foi similar
entre 0s grupos estudados. Talvez a expressdo aumentada da Akt em auséncia dos
outros hormdnios testiculares, possa ter contribuido com a modulacdo dos outros
mecanismos intracelulares, como a migracao celular e angiogénese (Michell et al.

1999; Kawasaki et al. 2003), contribuindo com uma mudanca para um ambiente
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vascular saudavel, e que indiretamente possa ter participado do relaxamento

aumentado a BK no leito vascular coronariano no grupo tratado.

Ao analisarmos a expressao da gp91lphox (subunidade da NOX2) nossos
resultados mostraram que ndo houve diferencas entre 0sS grupos, ou seja, a
testosterona e o0s outros hormdnios testiculares ndo modulariam a expressao da
NOX2. No entanto, a producdo de O2°* basal e a estimulada pela ANG Il nas artérias
coronarias foi maior no grupo tratado em comparagdo com o grupo SHAM e
orquiectomizado. Similarmente, Chignalia et al. (2012) mostraram que a testosterona
por via gendmica produz EROs pela ativacdo da NOX, isso sugere que a testosterona
exdégena modularia a atividade da NOX na sintese de O2* em auséncia dos outros

hormonios testiculares.

Além disso, nem a testosterona enddgena nem o0s outros hormdnios
testiculares parecem modular a atividade da NOX e a sintese basal de H202 nas
artérias coronarias, no entanto parece ser modulada pela testosterona exégena em
auséncia dos outros horménios testiculares. Também, a sintese de O2°* e H202 apbs
estimulacdo com ANG Il foram maiores nas artérias coronarias do grupo tratado. Isto
sugere que a testosterona exdgena em auséncia dos outros horménios testiculares,
modularia a participacdo da EDH no relaxamento a BK com a conversédo do O2* para

H202pela SOD, cuja expressao e/ou atividade provavelmente esteja aumentada neste

grupo.

Finalmente, a terapia de reposicdo com doses fisioldgicas de testosterona
aumentou o relaxamento induzido pela BK no leito vascular coronariano em SHR
orquiectomizado, esse efeito foi independente da aromatizacdo e com maior
participacdo da EDH. Esta maior participagéo talvez ocorra por uma modulacao pela
testosterona exdgena sobre a atividade da EDH, a qual ocorreria pelos seguintes
mecanismos: i) modulacdo da expressdo da CYP ou da sintese e/ou atividade dos
metabdlitos da CYP (EETSs), ii) modulacdo da expresséo e/ou funcéo dos canais para
potassio, iii) modulacéo da atividade da NOX, iv) modulacdo da sintese de O2°* pela
talk entre a via dos prostandides e EDH (com diminui¢do da sintese de prostandides
e aumento da EDH), viii) participacdo da Akt na manutengdo dum ambiente vascular

saudavel e ix) finalmente pela retirada dos outros hormonios testiculares da circulacéo
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permitindo a acdo somente da testosterona exdégena em doses fisiologicas. Dessa
maneira, a caracterizacdo destes mecanismos poderia levar a uma melhor
compreensao dos efeitos da testosterona sobre o leito vascular coronariano
principalmente nos homens com hipogonadismo e com doenga coronariana,
contribuindo para um desenvolvimento de estratégias terapéuticas relacionadas ao
tratamento do hipogonadismo em homens e consequentemente nas doencas

cardiovasculares.
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6. CONCLUSAO

A terapia de reposicdo com doses fisioldgicas de testosterona por 15 dias,
aumenta o relaxamento induzido pela bradicinina no leito vascular coronariano de
ratos espontaneamente hipertensos orquiectomizados. Esse efeito é independente da
aromatizacdo, com maior participacédo da hiperpolarizacdo dependente do endotélio,
com destaque da via dos acidos epoxieicosatrienoicos (agindo sobre os canais para
potassio) e provavelmente a participacao do peroxido de hidrogénio, mecanismo que
talvez seja modulado pelo o provavel cross-talk entre prostandides e a
hiperpolarizacdo dependente do endotélio, além da possivel modulacéo favoravel do
ambiente vascular pela Akt. A caracterizagdo desses mecanismos poderia levar a uma
melhor compreensdo dos efeitos do tratamento crénico com testosterona no leito
vascular coronariano, além de contribuir ao desenvolvimento de estratégias
terapéuticas melhoradas para o tratamento do hipogonadismo e das doencas

cardiovasculares.
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