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Resumo



As repercussoes fisiologicas da reducdo a longo prazo dos niveis plasmaticos de
testosterona tém sido sistematicamente estudadas, uma vez que retratam algumas
situacdes clinicas comumente observadas em homens, tais como o hipogonadismo
e o0 envelhecimento. Um dos importantes alvos das a¢cBes androgénicas é o sistema
cardiovascular. Particularmente, existe uma importante lacuna de conhecimento em
relagdo a acéo da testosterona em leitos venosos. Observamos anteriormente que a
orquidectomia promove aumento das ac6es vasomotoras da fenilefrina em veia porta
de rato e que mecanismos relacionados a endotelina-1 poderiam estar envolvidos
neste fendmeno. Assim, o objetivo do presente trabalho foi estudar a influéncia da
orquidectomia, seguida ou nao de reposi¢cao hormonal com testosterona, sobre as
respostas vasomotoras de diferentes veias isoladas de rato a agonistas
simpatomiméticos. Para isto, utilizaram-se ratos Wistar machos adultos controles e
orquidectomizados, seguidos ou ndo de reposicdo hormonal (propionato de
testosterona, 10mg/kg, i.p., por 3 semanas, com intervalo de 5 dias entre as doses).
Destes animais, anéis (4-5 mm) de veias pulmonar, renal, femoral, mesentérica,
assim como de artérias, pulmonar, femoral, mesentérica, aorta toracica e abdominal
foram estudados em cubas de oOrgao isolado. Obtiveram-se curvas concentragcao-
resposta para fenilefrina, noradrenalina, clonidina, metoxamina, assim como para
endotelina-1, calculando-se pECsy e resposta maxima (Rmax). Além disso,
determinou-se a expressdo do mRNA para endotelina-1 e para os receptores ETa e
ETs. Os resultados mostraram que a orquidectomia seguida ou nédo de reposicao
hormonal ndo alterou a capacidade contratil de veia porta frente a clonidina e
metoxamina, tampouco frente & noradrenalina na presenca de timolol (10°M) ou
timolol (10°M) + ioimbina (10°M). No entanto, muito embora a orquidectomia nao
tenha promovido modificacdes de reatividade de veia porta frente a endotelina-1,
observou-se aumento na expressao génica de endotelina-1 e receptores ETg em
veia porta de animais orquidectomizados. A orquidectomia, seguida ou nao de
terapia de reposicdo hormonal com testosterona, ndo modificou significativamente a
resposta de veias pulmonar, renal, femoral e mesentérica, assim como de artérias
pulmonar, mesentérica e aorta toracica frente aos agonistas estudados. Contudo, a
orquidectomia aumentou a reatividade de artéria femoral a fenilefrina. Por outro lado,
o tratamento hormonal de animais orquidectomizados aumentou a reatividade de
aorta abdominal a fenilefrina e noradrenalina. Concluindo, as modificacbes de
resposta aos agonistas simpatomiméticos induzidas pela orquidectomia em veia
porta sdo agonista-especificas e parecem nao envolver modificacdes de receptores
0, e [-adrenérgicos, bem como mecanismos de captacdo neuronal de
catecolaminas. Além disso, 0 aumento na expressao de endotelina-1 induzido pela
orquidectomia pode estar relacionado ao ja observado aumento das respostas deste
leito venoso a fenilefrina. O fato da orquidectomia nédo alterar o padrdo de
reatividade de veias pulmonar, renal, femoral e mesentérica frente aos agonistas
estudados sugere ainda que o aumento das respostas de veia porta a fenilefrina
trata-se de um fendbmeno territorio-especifico. O aumento de Rpax induzido pela
orquidectomia observado em artéria femoral a fenilefrina provavelmente envolve
mecanismos nao dependentes de testosterona, sendo ainda possivel que os niveis
suprafisiolégicos de testosterona alcancados com a reposi¢cao tenham promovido
aumento da resposta da aorta abdominal tanto a fenilefrina quanto a noradrenalina.

Palavras chave: Orquidectomia; Simpatomiméticos; Testosterona; Veia;
Venoconstricao.



Abstract



The physiological repercussions of a long term reduction in testosterone levels have
been systematically investigated, once it can be related with some clinical situations
frequently seen in men such as hypogonadism and aging. One of the most important
targets of androgen actions is the cardiovascular system. However, androgenic
actions upon this system remain controversial especially in venous bed. We have
previously observed that orchidectomy induces an increase in vasomotor responses
of phenylephrine in rat portal vein. Probably mechanisms related to endothelin-1
could be involved in this phenomenon. Thus, the presented study aimed to
investigate the influence of orchidectomy, followed or not by testosterone
replacement, upon the response of different isolated veins to sympathomimetic
agonists. In this manner, we used control and orchidectomized adult male Wistar
rats, with the latter group followed or not by testosterone replacement (testosterone
propionate, 10mg/kg, i.p., for 3 weeks, with 5-day intervals between the doses).
Rings (3-4 mm) of pulmonary, renal, femoral and mesenteric veins and pulmonary,
femoral and mesenteric arteries, as well as thoracic and abdominal aorta were
studied in organ baths. Concentration-response curves were obtained to
phenylephrine, norepinephrine, clonidine, methoxamine, and to endothelin-1. The
maximum response (Rmax) and ECso were calculated. Furthermore, we determined
the mRNA expression of endothelin-1 and the ETa and ETg receptors. The results
showed that orchiectomy, followed or not by testosterone replacement did not alter
the contractile response of portal vein to clonidine and methoxamine, either face to
noradrenaline in the presence of timolol (10°M) or timolol (10°°M) + yohimbine (10"
®M). However, although modifications of portal vein responses to endothelin-1 were
not induced by orchidectomy, there was an increase in gene expression of
endothelin-1 and ETg receptors in the portal vein of orchidectomized animals. The
orchidectomy, followed or not by testosterone replacement did not modify
significantly the response of pulmonary, renal, femoral and mesenteric veins and
pulmonary and mesenteric arteries, as well as thoracic aorta, to the agonists studied.
However, orchidectomy increased reactivity of femoral artery to phenylephrine.
Moreover, testosterone replacement increased reactivity of abdominal aorta to
phenylephrine and noradrenaline. In conclusion, the orchidectomy-induced changes
in response to sympathomimetic in portal vein are agonist-specific and do not seem
to involve modifications of a, and B-adrenergic receptors and mechanisms related to
neuronal uptake of catecholamines. Furthermore, the orchidectomy-induced increase
in the expression of endothelin-1 may be related to the increase in portal vein
responses to phenylephrine that was previously observed. The fact that orchidectomy
did not alter the reactivity of pulmonary, renal, femoral and mesenteric vein to the
agonists studied suggests that changes in response to phenylephrine induced by
orchidectomy in portal vein appear to be territory-specific. The orchidectomy-induced
increase in Rmax Observed of femoral artery to phenylephrine probably involves
mechanisms that are not dependent of testosterone, and it is possible that the
supraphysiological testosterone levels obtained with the replacement protocol have
promoted an increase in response of abdominal aorta to phenylephrine and
noradrenaline.

Keywords: Orchidectomy; Sympathomimetics; Testosterone; Vein; Venoconstriction.
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Introducéao



1.1. Agdes da testosterona no leito arterial

As repercussoes fisioldgicas da reducdo a longo prazo dos niveis plasmaticos
de testosterona tém sido sistematicamente estudadas, uma vez que esta queda dos
niveis hormonais esta envolvida em algumas situacdes clinicas comumente
observadas em homens. O hipogonadismo, por exemplo, é uma situacao clinica na
gual a producao de testosterona e consequentemente a sua funcéao fisioldgica estédo
prejudicadas (ZITZMANN et al., 2002; SADER et al., 2003; BERNINI et al., 2006).
Um declinio progressivo dos niveis de testosterona também é observado com o
envelhecimento do homem, em decorréncia de uma supresséo natural da funcao do
eixo hipotalamico-hipofisario (VERMEULEN et al., 1972; BAUM & CRESPI, 2007;
SEIDMAN, 2007).

Um dos importantes alvos das a¢des androgénicas é o sistema cardiovascular
(FARHAT et al., 1995; WANG et al., 2002; McKEE et al., 2003; BERNINI et al, 2006).
De fato, estudos realizados em seres humanos demonstram a associagcado entre
testosterona — o principal androgénio natural existente — e o aumento do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. A privacdo androgénica ao longo de
seis meses tem sido associada a uma melhora da vasodilatacdo endotélio-
dependente em homens adultos (HERMAN et al., 1997). Isto sugere que a presenga
de testosterona leva a um efeito deletério da funcao vascular. Além disso, sugere-se
que a testosterona esteja envolvida na patogénese da aterosclerose e, por
consequéncia, das doencgas coronarianas (NETTLESHIP et al., 2009).

Em contrapartida, outros estudos tém demonstrado um efeito protetor da
testosterona sobre o sistema cardiovascular. Isto porque baixos niveis plasmaticos
de testosterona, contrariamente ao que foi relatado anteriormente, podem estar
associados com disfuncdo endotelial (AKISHITA et al.,, 2007). Além disso, em
pacientes portadores de cancer de prostata submetidos a terapias de privacao
androgénica tem sido observado aumento no risco de desenvolvimento de sindrome
metabolica, diabetes mellitus e doenca arterial coronariana (KAPOOR et al., 2008;
KINTZEL et al., 2008).

A testosterona pode agir diretamente sobre o sistema cardiovascular através

de mecanismos nao-gendmicos, independentes dos receptores intracelulares de
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androgénio (JONES et al., 2003). Esta acao da testosterona parece ser mediada por
receptores de androgénio localizados na membrana plasmatica de células da
musculatura lisa vascular e endotélio (HONDA et al., 1999; JONES et al., 2003;
SIMONCINI & GENAZZANI, 2003; ORSHAL & KHALIL, 2004) que, ao serem
ativados, modulam a funcéo de canais i0nicos presentes nesta membrana (YUE et
al., 1995; COSTARELLA et al.,, 1996; TEOH et al., 2000; TEP-AREENAN et al.,
2002). Os efeitos ndo-gendmicos da testosterona sobre o sistema cardiovascular
caracterizam-se por serem desencadeados agudamente (SIMONCINI &
GENAZZANI, 2003).

A testosterona, além das a¢Bes ndo-genémicas mencionadas, pode modular
a reatividade vascular através dos mecanismos classicamente descritos como
genbmicos. Entende-se por mecanismos gendmicos a atuacdo da testosterona
atraves da ligacdo e ativagédo de receptores de androgénio intracelulares localizados
no citoplasma tanto de células endoteliais quanto da musculatura lisa vascular. Uma
vez ativado, o complexo hormdnio-receptor se transloca para o nucleo onde regula a
transcricdo do DNA (McGILL & HERIDAN, 1981; HORWITZ & HORWITZ, 1982; LIN
et al.,, 1985; TRAISH et al.,, 1986; STUMPF, 1990; FUJIMOTO et al.,, 1994;
HIGASHIURA et al., 1997; WU & ECKARDSTEIN, 2003; ORSHAL & KHALIL, 2004).
Uma das caracteristicas dos efeitos genémicos da testosterona € que estes
acontecem a longo prazo.

O emprego de animais orquidectomizados tem sido muito difundido uma vez
gue simula, ao menos parcialmente, as condi¢cdes clinicas caracterizadas por
reducdes dos niveis plasmaticos de testosterona. Estudos realizados em artérias
isoladas relatam diferentes alteracdes de resposta vasomotoras induzidas pela
orquidectomia, dependendo do leito vascular estudado bem como do agonista
empregado. A orquidectomia aumentou a resposta do corpo cavernoso de rato a
fenilefrina (MILLS et al., 1992; REILLY et al., 1997), bem como de aorta toracica de
rato a noradrenalina (WANG et al.,, 2002). Em aorta isolada de rato, porém, a
orquidectomia foi responsével por diminuir a vasoconstricdo frente a clonidina
(TEJERA et al., 1999). Além disso, a orquidectomia ndo modificou significativamente
as respostas vasomotoras de aortas isoladas de rato a noradrenalina (MATSUDA et
al., 1994). Dessa forma, através do emprego da orquidectomia é possivel ampliar o

conhecimento a cerca das repercussdes vasculares da reducdo cronica dos niveis
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plasmaticos de testosterona.

Contudo, estudos mais abrangentes objetivam ndo sé reconhecer os efeitos
das orquidectomia sobre o sistema cardiovascular. Protocolos de reposicéo
hormonal com testosterona tém sido amplamente utilizados, e dessa maneira é
possivel avaliar a efetividade da reposicdo hormonal em reestabelecer possiveis
alteragcOes vasculares induzidas pela orquidectomia. Com isto, os resultados obtidos
adquirem uma importancia ainda maior, pois além de servirem de contraprova dos
efeitos da reducdo de testosterona pela orquidectomia, servem de base para
estudos em humanos que avaliam os beneficios da reposicdo hormonal no
hipogonadismo e envelhecimento do homem, por exemplo (BHASIN et al., 2006).

A terapia de reposicdo hormonal com testosterona foi responsavel por
aumentar a resposta vasoconstritora de artérias de resisténcia de homens com
hipogonadismo frente & noradrenalina (MALKIN et al., 2006). Além disso, verificou-
se que o tratamento com testosterona promoveu reducdo da vasodilatacao
endotélio-dependente em homens adultos com hipogonadismo (SADER et al., 2003;
BERNINI et al., 2006). Contudo, a terapia de reposicao hormonal com testosterona
tem sido associada a uma reducdo na mortalidade de homens que apresentam
baixos niveis deste horménio (MOLLY et al., 2012).

Em animais tem sido observado que a reposicdo por um més com
testosterona restabeleceu o tdnus vascular de pequenas artérias cerebrais de
resisténcia de ratos, diminuido pela orquidectomia (GEARY et al., 2000; GONZALES
et al., 2004; GONZALES et al., 2005). A constricdo induzida por U46619 em artérias
coronarias de cobaias machos também foi potencializada com o tratamento
hormonal, indicando que a testosterona pode aumentar a reatividade vascular de
artéria coronaria frente ao tromboxano (TXA;) (SCHROR et al, 1994). A
testosterona também foi responsavel por potencializar a constricdo de artérias
coronarias de porcos de ambos os sexos, induzida por cloreto de potassio (FARHAT
et al., 1995). Por outro lado, tem sido observado que a reposi¢cdo hormonal com
testosterona € capaz de reverter o aumento de resposta de aorta toracica de rato a
noradrenalina induzido pela orquidectomia (WANG et al., 2002).

Por sua vez, em estudos in vivo, 0 tratamento com testosterona potencializou
a resposta pressorica induzida pela noradrenalina em gatos (BHARGAVA, et al.,

1967) e ratos (BAKER et al.,, 1978), assim como no trem-posterior perfundido de
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cachorros (GREENBERG et al., 1974). Além disso, a orquidectomia reduziu a
pressao arterial média em ratos com hipertensao induzida por consumo de dieta rica
em sal, sendo a reposicao hormonal com testosterona capaz de reverter tal
fenbmeno, o0 que indica uma participacdo deletéria da testosterona no
desenvolvimento e manutencédo da hipertensdo (OLOYO et al., 2011).

Diversos mecanismos podem estar envolvidos nas agbes moduladoras da
testosterona sobre as respostas dos vasos sanguineos aos agonistas
farmacoldgicos anteriormente mencionados. A atuacdo da testosterona através de
mecanismos gendmicos pode levar a indugdo ou repressdo de genes especificos,
influenciando os padrdes de sintese protéica e, conseqientemente, os efeitos
fisiologicos relacionados ao controle de ténus vascular (ORSHAL & KHALIL, 2004).
A testosterona pode entéo influenciar a sintese, liberacdo e atividade de fatores
locais relacionados a musculatura lisa e/ou endotélio, que controlam o ténus
vascular (FARHAT et al., 1995; GEARY et al., 2000; McKEE et al., 2003;
GONZALES et al., 2004; GONZALES et al., 2005).

De fato, sugere-se que a expressao génica da Oxido nitrico sintase neuronal
(nNOS), enzima produtora de Oxido nitrico (NO), no tecido peniano de ratos é
reduzida com a orquidectomia (REILLY et al., 1997). Em contrapartida, a expressao
da NOS endotelial (eNOS) no tecido peniano de ratos é aumentada na situacéo de
privacao de testosterona (SHEN et al., 2000). Ja a suplementagcédo com testosterona
foi responséavel por elevar discretamente a expressdo da NOS induzivel (iNOS) em
células germinativas e células de Sertoli dos testiculos de macacos (GUO et al.,
2009). Contudo, o restabelecimento do tbnus vascular de pequenas artérias
cerebrais de resisténcia de ratos através da reposicdo hormonal com testosterona,
diminuido pela orquidectomia, parece ndo depender de mecanismos relacionados ao
NO (GEARY et al., 2000).

A orquidectomia também promoveu uma reducdo da expressao génica de
cicloxigenase (COX), enzima produtora de prostandides, no epididimo de ratos
(CHEUK et al., 2000). Contudo, em aorta isolada de animais orquidectomizados, a
expressdo da COX-2 mostrou-se aumentada (MARTORELL et al., 2008). Além
disso, a testosterona reforcou a participacdo de prostanoides contraturantes na
resposta de artérias mesentéricas de resisténcia de ratos a fenilefrina (McKEE et al.,

2003). Relatou-se também um aumento na expressao da tromboxano A, sintase
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(TXA; sintase), com consequente aumento da producéo local de TXA,, capaz de
restabelecer o tbnus vascular de pequenas artérias cerebrais de resisténcia de ratos,
diminuido pela orquidectomia (GONZALES et al., 2005). Sugere-se ainda que a
supressdo de mecanismos hiperpolarizantes possa estar envolvida neste
reestabelecimento de tbnus destas artérias cerebrais de ratos orquidectomizados
(GONZALES et al., 2004). Fenbmeno semelhante foi observado em aorta de ratos,
nas quais a orquidectomia foi responsavel por reduzir drasticamente a funcédo dos
canais de potassio voltagem-dependentes, funcdo esta reestabelecida através da
reposicdo hormonal com testosterona (ZHOU et al., 2008). Em contrapartida, tem
sido relatado que a privacdo hormonal de testosterona aumenta a liberacdo néo-
endotelial de TXA, em artéria mesentérica de ratos, aumento este contrabalanceado
por mecanismos relacionados a PGl, (CAMPO et al., 2008).

Em leitos arteriais de ratos, a testosterona também influencia a producgéo
endotelial de endotelina-1, um peptideo vasoconstritor envolvido na modulacédo do
ténus vascular (TAKAHASHI et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2003; PEARSON et al.,
2008). Neste contexto, aumentos nos niveis circulantes de endotelina-1 foram
verificados em fémeas masculinizadas que receberam altas doses de testosterona
(van KESTEREN et al., 1998). De fato, parece que o0s niveis plasmaticos de
testosterona estdo diretamente correlacionados com os niveis de endotelina-1
circulante em homens adultos (POLDERMAN et al., 1993). Por outro lado, tem sido
relatado que em homens com hipogonadismo o0s niveis plasmaticos de endotelina-1
estdo aumentados, e uma tendéncia a reducdo desses niveis é observada apos
terapia de reposicdo hormonal com testosterona (KUMANOV et al., 2007). Este
conhecimento tem grande importancia pratica uma vez que ja foi demonstrado o
envolvimento da endotelina no desenvolvimento de hipertensdo (KOHNO et al.,
1990; CARDILLO et al., 1999; RAICHLIN et al., 2008) e de aterosclerose (LERMAN
etal., 1991; IHLING et al., 2001; SAINANI et al., 2005).

Portanto, diante da revisdo de literatura apresentada, pode-se observar que o
conhecimento das acgfes da testosterona sobre a reatividade arterial ainda €

bastante controverso e escasso.
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1.2. Agdes da testosterona no leito venoso

O leito venoso exerce papel central no equilibrio hemodinamico, uma vez que
comportam cerca de 60-80% do sangue dos mamiferos durante o repouso (ROTHE,
1983; ROTHE, 2006). Dessa forma, o deslocamento de grandes volumes
sanguineos a partir deste territorio de capacitancia garante a manutencdo de um
adequado aporte sanguineo ao coracédo, além de influenciar a resisténcia vascular
periférica (ABDEL-SAYED et al., 1970). Constatou-se, por meio de uma cuidadosa
revisdo da literatura, que informacgfes sobre os efeitos da testosterona em leitos
venosos sdo escassas. Esta caréncia de informacdes merece especial atencdo em
vista da importancia hemodinamica deste leito para a fisiologia cardiovascular.

Uma vez que a complacéncia venosa pode ser alterada em consequéncia da
estimulacdo simpatica (DONEGAN, 1921; FURNESS & MARSHALL, 1974; ROTHE,
1983; SUTTER, 1990; ROWELL, 1993) é importante considerar o impacto de
modificacdes nos niveis séricos da testosterona sobre a resposta das veias as
catecolaminas. A participacdo simpatica é determinante, sobretudo nas modificacoes
rapidas do retorno venoso como, por exemplo, nas modificacdes posturais e durante
o exercicio (ROWELL, 1993). Ainda em relagdo ao exercicio, ocorre um importante
aumento da demanda metabdlica nesta condicdo, sobretudo na musculatura
cardiaca e na musculatura esquelética em atividade (DELP & O'LEARY, 2004;
DUNCKER & BACHE, 2008). Com isso, o fluxo sangiineo para os diversos
territorios vasculares é extensamente redistribuido, com aumento de fluxo para
coracdo, diafragma e musculatura esquelética envolvida na locomogédo a custa de
uma diminuicdo para pele, estbmago, intestinos, pancreas, figado, rins, baco e
musculatura esquelética em repouso (MUSCH et al., 1987a; MUSCH et al., 1987b).
Com efeito, sugere-se que a importancia da venoconstricdo ativa no retorno venoso,
e consequientemente no aumento do débito cardiaco nas situagdes que envolvem
redistribuicdo do fluxo sanglineo acima mencionadas, esta estreitamente
relacionada com o papel fisioldgico distinto desempenhado pelos diferentes leitos
venosos (ROWELL, 1993; SHERIFF et al., 1993; KJEKSHUS et al., 2000;
HAINSWORTH & DRINKHILL, 2006; ROTHE, 2006).

Visando uma compreensao mais ampla sobre as repercussoes fisiologicas da
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privacdo e/ou reposi¢cdo hormonal com testosterona no sistema cardiovascular, o
trabalho de mestrado objetivava estudar a influéncia da orquidectomia e da
reposicao de testosterona sobre as respostas vasomotoras de veias isoladas de rato
a agonistas simpatomiméticos. Neste estudo, investigou-se ainda a participacédo de
mecanismos endoteliais e/ou sub-endoteliais, relacionados ao NO , aos prostanoides
e a endotelina-1, nas modificacbes das respostas vasomotoras aos agonistas
simpatomiméticos induzidas pela orquidectomia.

Os principais resultados obtidos neste estudo demonstraram que a reducao
drastica dos niveis circulantes de testosterona induzida pela orquidectomia promove
aumento das agOes vasomotoras da fenilefrina em veia porta, mas ndo em veia cava
isolada de rato. O fato de que as alteracGes de resposta maxima ocorreram somente
em veia porta isolada de rato sugere que o impacto da orquidectomia sobre a
reatividade vascular de leitos venosos é territorio-especifico (ROSSIGNOLI et al.,
2010). Na ocasiado, observamos que as modificacdes na resposta vasomotora de
veia porta isolada de rato ocorrem frente a fenilefrina, mas nao frente a
noradrenalina, sugerindo um fendmeno agonista-especifico. Observamos também
gue a participacdo de NO ou prostandides nas modificagbes de resposta a
fenilefrina, induzidas pela orquidectomia em veia porta de rato, parece ndo ser
significativa. Por outro lado, as modificacbes induzidas pela orquidectomia parecem
depender da ativacdo tanto de receptores ETn quanto de receptores ETg de
endotelina-1, pois esta ndo ocorre na vigéncia do bloqueio destes receptores. Com
base nestas observacoes, € possivel supor que as modificacdes de resposta da veia
porta a fenilefrina impostas pela orquidectomia envolvem a participacdo da
endotelina-1 produzida localmente, através dos receptores ETx e ETg.

Diante do exposto, entendemos que uma compreensdo mais ampla dos
efeitos das modificagcdes dos niveis séricos de testosterona sobre as veias requer
mais estudos, inclusive abordando outros leitos venosos além da veia porta e da
veia cava. Por conta disto, no presente estudo, investigamos a influéncia da
orquidectomia seguida ou nao pela reposicdo com testosterona nas veias
pulmonares, renais e femorais.

A veia pulmonar € um leito venoso que compde a pequena circulacdo, onde o
fluxo sangliineo é aumentado na redistribuigdo circulatéria (FLAMM et al., 1990). A

veia renal também € um leito vascular no qual a vasoconstricdo ativa tem grande
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importéncia nas situagbes de redistribuicdo de fluxo. Porém, diferentemente da
regido pulmonar, nos rins ocorre reducdo do fluxo sangiiineo em situacées que
envolvem macica ativacdo do sistema nervoso simpatico (KOCER et al., 2011). O
mesmo ocorre no territério esplancnico, onde a vasoconstricdo ativa € importante
para a mobilizacdo do conteddo sanguineo contido nesta regido (HAINSWORTH &
DRINKHILL, 2006; ROTHE, 2006). Embora a veia porta seja a principal responséavel
pelo escoamento do volume sangiineo proveniente da regido esplancnica, a veia
mesentérica também realiza uma participacdo significativa neste processo (HAMZA
& KAUFMAN, 2011). Ja a veia femoral é responsavel pela drenagem do sangue
proveniente dos membros posteriores, caracterizados pela grande massa muscular,
desempenhando um papel fisioldgico distinto do papel da veia cava. Cabe ressaltar
gue esta musculatura é essencial ao exercicio e a reacéo de luta ou fuga e, como
consequéncia, o fluxo sanguineo através da veia femoral aumenta muito nestas
situagOes (SHERIFF et al. 2005).

Para averiguar se eventuais modificacdes de resposta destes leitos venosos
sdo agonista-especificas, no presente estudo propusemo-nos a investigar as
respostas dos leitos venosos a agonistas simpatomiméticos com seletividades por
diferentes receptores adrenérgicos. E sabido que a noradrenalina é um
neurotransmissor enddégeno do sistema nervoso simpatico que atua nao-
seletivamente através de adrenoceptores a e B (KAISER et al., 1964, MULLER-
RUCHHOLTZ et al., 1977a,b; HAYASHI & TODA, 1978). Ja a fenilefrina e a
metoxamina Ssdo agonistas sintéticos com seletividade conhecida para
adrenoceptores a;, receptores estes estreitamente relacionados com a contragcao de
leitos vasculares (DIGGES & SUMMERS, 1983; SUDHIR et al., 1990). A clonidina,
por sua vez, também € reconhecida como um agente contraturante de leitos
vasculares, porém com seletividade para adrenoceptores a, (ITO & CHIBA, 1987).

Por fim, muito embora ndo tenha sido evidenciada a participacdo de
mecanismos relacionados ao NO e prostandides no aumento de reatividade de veia
porta isolada de rato, induzida pela orquidectomia, frente a fenilefrina, ndo é possivel
descartar a participacdo destes mecanismos locais no controle do tdnus vascular de
outros leitos venosos que nao a veia porta, uma vez que tem sido relatada que a
acdo da noradrenalina em leitos venosos € modulada por substancias produzidas
localmente, nas camadas endoteliais ou sub-endoteliais (RUBANYI & VANHOUTTE,
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1988; MCGRATH et al., 1990; WOODLEY & BARCLAY, 1994; DORNYEI et al.,
1996; SHIBAMOTO et al.,, 2005). Além disso, esclarecimentos a cerca da
participacdo da endotelina-1 no aumento de reatividade frente a fenilefrina em veia
porta isolada de ratos orquidectomizados sdo necessarios. Contudo, ndo é possivel
descartar a participagdo da endotelina-1 no controle do tonus vascular de outras
veias, pois tem sido demonstrado o envolvimento deste peptideo na resposta
vasoconstritora de leitos venosos (KEEN et al., 2008; MILDENBERGER et al., 2008;
UDYAVAR et al., 2008; MANSART et al., 2010).
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Objetivos



2.1. Geral

Estudar a influéncia da orquidectomia, seguida ou ndo de reposi¢édo hormonal
com testosterona, sobre as respostas vasomotoras de diferentes veias isoladas de

rato a agonistas simpatomimeéticos.

2.2. Especificos

2.2.1. Verificar se a orquidectomia, seguida ou ndo de reposicdo hormonal
com testosterona, modifica as respostas vasomotoras de veia porta frente a

clonidina e metoxamina;

2.2.2. Investigar a influéncia dos adrenoceptores 3 ou a, frente as alteracdes
de resposta vasomotora induzidas pela orquidectomia em veia porta isolada de rato

a fenilefrina, mas néo a noradrenalina;

2.2.3. Investigar a participacdo da endotelina-1 no aumento de resposta de

veia porta a fenilefrina, induzido pela orquidectomia;

2.2.4. Verificar se a orquidectomia, seguida ou ndo de reposicdo hormonal
com testosterona, modifica as respostas vasomotoras de veias pulmonar, renal,
femoral e mesentérica isoladas de rato, frente aos agonistas simpatomiméticos:

fenilefrina, noradrenalina, clonidina e metoxamina;

2.2.5. Investigar a participagdo de mecanismos relacionados ao NO, aos
prostandides e a endotelina-1 nas modificacbes de resposta vasomotora que
porventura venham a ser detectadas em alguma das diferentes preparacoes
estudadas, em consequéncia da orquidectomia e/ou reposicdo hormonal com

testosterona.
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2.3. Complementares

Ampliar o estudo acerca da influéncia da orquidectomia, seguida ou ndo de
reposicao hormonal com testosterona, sobre as respostas vasomotoras das artérias
pulmonar, femoral, mesentérica, aorta toracica e abdominal aos agonistas

simpatomiméticos: fenilefrina e noradrenalina.
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Material e
Meétodos



3.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina de Marilia (FAMEMA). Durante a semana que antecedeu 0s
experimentos 0s animais permaneceram no biotério de apoio ligado aos laboratorios
das disciplinas basicas da Instituicdo. Com efeito, esses animais foram mantidos em
gaiolas coletivas contendo trés animais, em ambiente com temperatura controlada
(23-25°C), ciclo claro-escuro de doze horas, agua e racao ad libitum. No sentido de
se garantir a homogeneidade dos grupos estudados, estes foram constituidos por
animais de mesma idade e com pesos semelhantes conforme descrito a seguir. A
realizacdo do presente trabalho foi aprovada em Reunido Ordinaria pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Marilia — FAMEMA, em

20/05/2007, cuja documentacédo esta registrada sob o n° 268/09.

3.2. Grupos experimentais

Os 180 animais utilizados foram divididos em trés grupos: controles (falso-
operados) (60 animais), orquidectomizados (60 animais) e orquidectomizados com

subsequente reposi¢cdo hormonal com testosterona (60 animais).

3.3. Protocolo de orquidectomia

Os animais foram orquidectomizados ao completar 90 dias de idade, pois 0s
niveis plasmaticos de testosterona estabilizam-se por volta desta idade (WHITE et
al., 2000). Para tanto, foram anestesiados com tribromoetanol (250mg/kg, por via
intraperitoneal) e colocados em decubito dorsal sobre campo cirargico. Foi feita a
tricotomia e posteriormente uma incisdo longitudinal na regido mediana do escroto,
exteriorizando-se um dos testiculos. O pediculo vascular foi ligado e o testiculo foi
entdo extirpado. O mesmo processo foi repetido para a remocéo do testiculo contra-
lateral. Extirpados os testiculos, as estruturas remanescentes foram recolocadas na
bolsa escrotal e a ferida operatoria foi suturada (VALLE et al., 1982). Ao final da
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cirurgia, os animais receberam injecdo profilatica de penicilina 10.000.000 UI,
5ml/kg, i.m. (GONZALES et al., 2004). Os animais controles foram submetidos ao
mesmo procedimento cirdrgico, porém a extirpacdo das gbnadas néo foi realizada.
Dessa forma garantiu-se que estes animais controles fossem submetidos as
mesmas condi¢des experimentais dos animais orquidectomizados. A efetividade da
orquidectomia foi avaliada pela pesagem dos 6rgdos sexuais acessoérios hormonio-
dependentes (VALLE et al.,, 1982) e pela dosagem plasmatica de testosterona
conforme técnicas descritas a seguir. Considerou-se efetiva a orquidectomia quando
foi constatada a reducéo de peso Umido dos 6rgdos sexuais acessorios horménio-
dependentes, bem como uma diminuicdo drastica das concentracdes séricas de
testosterona. Realizou-se em paralelo a pesagem das glandulas adrenais, uma vez
gue também sdo orgaos produtores de androgénios.

No periodo de trés a cinco dias apés a realizagdo das cirurgias, 0s animais
foram devidamente identificados e mantidos em gaiolas individuais. Este cuidado
visou evitar 0 contato entre os animais operados, garantindo assim uma melhor
recuperacdo pos-cirdrgica (GONZALES, KRAUSE, DUCKLES, 2004). Ap6s a
concretizacdo da cicatrizagdo os animais foram reagrupados em gaiolas coletivas

contendo trés animais.

3.4. Protocolo de reposicao hormonal com testosterona

A reposicdo hormonal com testosterona havia sido padronizada em trabalho
anterior (ROSSIGNOLI et al.,, 2010) tendo como base estudos preliminares
desenvolvidos em porcos (FARHAT et al., 1995) e ratos (VALLE, 1976; MADDOX et
al., 1987; MATSUDA et al., 1994). Assim, o tratamento de reposigdo hormonal foi
iniciado no 23° dia ap6s a orquidectomia, uma vez que a literatura sugere a
estabilizacdo da atrofia dos 6rgdos sexuais acessorios hormoénio-dependentes por
volta do 20° dia (VALLE et al., 1982). O hormoénio utilizado para o tratamento dos
animais foi o propionato de testosterona, 10mg/kg por via intramuscular, com
intervalo de cinco dias entre as doses, durante trés semanas. Os animais controles
(falso-operados) e orquidectomizados receberam tratamento paralelo com igual

volume de veiculo (6leo de milho). Apos dois dias da realizacdo da ultima
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administracdo de propionato de testosterona ou veiculo, os animais foram
sacrificados para a realizacdo dos experimentos de reatividade vascular.

A efetividade da reposicdo hormonal utilizada foi constatada tanto pela
reversao da reducdo do peso Umido dos 6Orgdos sexuais acessoérios hormonio-
dependentes induzida pela orquidectomia quanto pelo restabelecimento dos niveis
séricos de testosterona. O impacto da reposicdo hormonal com testosterona em
animais orquidectomizados também foi avaliado pela afericdo do peso umido das

glandulas adrenais.

3.5. Dosagem de testosterona plasmatica

Amostras de sangue foram coletadas com seringas contendo heparina
atravées de puncdo de veia cava realizada com o0s animais anestesiados,
imediatamente antes do sacrificio dos mesmos. Posteriormente, tais amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm por 20 min a 2°C. O sobrenadante foi recuperado e
estocado a -20°C para posterior determinacdo dos niveis hormonais de testosterona
por quimioluminescéncia (YILMAZ et al., 2006). A determinacdo dos niveis
hormonais de testosterona foi realizada pelo Laboratério Alvaro Analises e

Pesquisas Clinicas — Cascavel/PR.

3.6. Pesagens

No momento da distribuicdo aleat6ria dos animais nos grupos experimentais,
estes foram pesados em balanca (modelo 9094c/5, Toledo, Brasil) para que a
homogeneidade de peso desses grupos fosse constatada. Uma segunda pesagem
foi realizada no dia do estudo funcional de reatividade vascular, imediatamente antes
do sacrificio destes animais. No momento do sacrificio dos animais para a realizacao
dos estudos de reatividade vascular, realizou-se a dissecacao e remoc¢ao de 6rgaos
sexuais acessorios hormonio-dependentes (vesiculas seminais, prostata, ductos
deferentes e epididimos), bem como das glandulas adrenais. Em seguida, esses
orgdos foram pesados em balanca analitica (modelo AB204, Toledo, Brasil)
conforme protocolo descrito por Valle et al. (1982), a fim de se constatar a

efetividade da orquidectomia, bem como da reposicdo hormonal com testosterona.
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Os resultados de pesagem de orgaos foram apresentados na forma de uma relagéao
entre 0 peso do 6rgdo (em gramas) e o0 peso corporal total do animal (em

quilogramas).

3.7. Isolamento e montagem das preparacoes de leitos venosos e arteriais

para estudo funcional de reatividade vascular

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/kg, por via
intraperitoneal) e exanguinados. Em seguida, os leitos das veias porta, pulmonar
(porcao extra-lobular proximal esquerda segundo Bronquard et al., 2007), renal
esquerda, femoral esquerda e veia mesentérica superior, assim como os leitos das
artérias pulmonar esquerda, femoral esquerda, mesentérica superior, aorta toracica
e aorta abdominal foram dissecados. Depois, um anel (4-5mm) de cada um desses
leitos foi obtido e transferido para uma placa de Petri onde, com auxilio de uma lupa,
foram fixados entre 2 ganchos de metal (inseridos no limem). Em seguida, estes
anéis foram montados em cubas para estudo de 6rgao isolado de 10ml contendo
solucéo nutritiva de Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢cao (mM): NaCl 130,0;
KCI 4,7; CaCl; 1,6; KH,PO4 1,2; MgSO, 1,2; NaHCO3 15,0 e glicose 11,1. A solucéo
nutritiva, com pH 7,4, permaneceu aquecida a 37°C e constantemente gaseada com
mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,). Um dos ganchos de metal foi conectado a
um suporte fixo ajustavel e o outro, a um transdutor isométrico de forca (modelo
ML221, ADInstruments, Australia) . As modificacbes de tbnus dessas preparacdes
foram registradas através de sistema de aquisicdo de dados Powerlab® 8/30
(ADInstruments, Australia).

Durante os 60 minutos que precederam o inicio do protocolo experimental, as
preparacdes foram mantidas em repouso sob tensdo de 0,5g, exceto a aorta
toracica e aorta abdominal, para as quais a tenséo utilizada foi de 1,0g, visando a
estabilizacdo das mesmas. Neste periodo, bem como durante todo o experimento, a

solucéo nutritiva foi substituida a cada 15 minutos.
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3.8. Curvas concentracao-resposta

A reatividade vascular foi estudada através da obtencdo de curvas
concentracéo-resposta cumulativas para fenilefrina (10°M — 10“M), noradrenalina
(10°M — 10“M), clonidina (10°M — 10“*M) e metoxamina (10*°M — 10*M). Além
disso, o estudo de reatividade vascular também foi realizado em algumas
preparacdes através da obtencao de curvas concentracao-resposta cumulativas para
endotelina-1 (10™°M — 10°M).

3.9. Investigagdo da influéncia dos receptores g ou e -adreneérgicos frente

as alteracdes de resposta vasomotora induzidas pela orquidectomia

Algumas preparacdes foram previamente incubadas com timolol (10°M) ou
ioimbina (10°M) para posterior desafio com noradrenalina. Os inibidores foram
administrados diretamente ao banho 20 minutos antes do inicio das curvas

concentracdo-resposta.

3.10. Investigacao funcional da participacdo de produtos derivados da

NOS e COX na modulacéo do tdnus venoso e arterial

Algumas preparacdes foram estudadas na presenca de L-NAME 10“M e L-
NAME 10“M + indometacina (INDO) 10°M. Os inibidores foram administrados

diretamente ao banho 20 minutos antes do inicio das curvas concentracdo-resposta.
3.11. Analise de parametros farmacologicos

A partir das curvas concentracao-resposta obtidas foram calculados os
valores de pECsp, que consiste no negativo do logaritmo da concentragdo molar do
agonista responsavel por 50% do efeito maximo(ECso). Os valores de ECso foram
calculados por regressdo ndo linear através do programa Prism 4.0® (GraphPad

Software, E.U.A.). Os valores de resposta contratil maxima (Rmax), €m gramas, das
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preparacdes frente aos agentes estudados também foram determinados.

3.12. Expressdao do mRNA para endotelina-1 e para os receptores ET, e ET_

de endotelina-1

A expressdo de mRNA para endotelina-1 e para os receptores ETp e ETg de
endotelina-1 foi detectada por PCR Quantitativo em Tempo Real (RQ-PCR)
conforme protocolo descrito na literatura (DAVID et al., 2002; TIRAPELLI et al.,
2005). As amostras foram mantidas congeladas até que o RNA fosse extraido e

mensurado pela técnica de RQ- PCR de acordo com protocolos descritos a seguir:

3.12.1. Extracdo do RNA

As amostras foram adicionados 250ul de PBS (phosphate-buffered saline) e
750ul de Trizol® (Invitrogen, EUA). O fragmento de tecido foi homogeneizado com a
utilizacdo de um aparelho Politron®. Apds permanéncia em temperatura ambiente
por 5 minutos, foi acrescentado 200pul de cloroférmio, agitando-se vigorosamente por
15 segundos. A solucéo final foi centrifugada a 4°C por 15 minutos a 13.200 rpm e a
fase aquosa (superior) de cada frasco foi transferida para novos tubos. O RNA foi
precipitado com 500ul de alcool isopropilico 100% e permaneceu a -20°C por pelo
menos 12 horas.

No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a 4°C por 20 minutos a 13.200
rpm, desprezando-se o sobrenadante a seguir. Foi acrescentado 1000ul de etanol
75% seguido novamente de centrifugacéo refrigerada por 5 minutos a 13.200 rpm. A
fase superior foi desprezada e o precipitado seco dissolvido com agua tratada com
DEPC por pelo menos 15 minutos. Esse material foi, em seguida, aliquotado,
identificado e armazenado a -80°C.

Para verificacdo da integridade do RNA obtido, cada amostra foi, ao final da

etapa descrita acima, submetida a eletroforese em gel de agarose a 1% para RNA.
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3.12.2. Sintese de cDNA

A transcricdo reversa foi realizada utilizando o kit comercial (Applied
Biosystems) High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit de acordo com as
instrucdes do fabricante para a sintese do cDNA (DNA complementar). Para cada
1pg RNA, foi adicionado 2,5ul de RT Buffer; seguido de 1,0ul de dNTP’s; 2,5ul
Random Primers e 1,25ul da enzima MultiScribe™. Em seguida foi levado ao
termociclador nas condi¢ces padréo, onde o cDNA foi sintetizado a partir do RNA da
amostra.

Para testar a integridade das amostras de cDNA a serem analisadas,
realizou-se a reacdo de RT-PCR para o gene GAPDH. Este gene de referéncia
endogena ou housekeeping codifica a proteina gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), expressa em todas as células nucleadas. A sequéncia de
nucleotideos utilizada para o estudo flanqueia a regido de transicéo dos éxons 3 e 4
até parte do éxon 4 deste gene. Este primer, cuja sequéncia flanqueia uma regido de
juncdo éxon-éxon, dificulta a amplificacdo de produtos ndo desejados como, por

exemplo, amplificacdo de possivel DNA gendmico presente na amostra.

3.12.3. PCR Quantitativo em Tempo Real (RQ-PCR)

O nivel de expressdo de mRNA dos genes endotelina-1, receptores ETp €
ETs e do gene de referéncia endogena GAPDH foram quantificados através da
técnica de RQ-PCR. Todas as reac¢fes foram realizadas no aparelho Gene Amp®
7500 Sequence Detection System (PE Applied Biosystems).

As reacOes foram preparadas utilizando-se o sistema comercialmente
disponivel TagMan assay-on-demand (Applied Biosystems) para cada gene:
Endotelina assay ID: Rn00561129 m1, Receptor ET assay ID: Rn00561137_m1,
Receptor ETg Assay ID: Rn00569139 m1, GAPDH assay ID: Rn99999916 sl1. O
preparo e armazenamento foram realizados segundo as instru¢des do fabricante. A
amplificacéo foi realizada em um volume final de 10ul, utilizando 5,0ul do reagente
especifico TagMan Master Mix; 0,5ul de cada sonda tagman e 4,5ul de cDNA diluido

1:10. As condic¢des padréao de amplificacdo foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 10
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minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto
(anelamento e extenséo, simultaneos).

As amostras de cada gene do estudo foram testadas em duplicata. Somente
foram consideradas para analise as amostras cuja diferenca de amplificacdo entre
as duplicatas nédo excedeu meio ciclo. Nos casos onde houve algum tipo de
contaminagao nos controles “brancos”, o resultado da reacéo foi desconsiderado e
uma nova reacao foi realizada. A leitura pelo aparelho da reacdo de RQ-PCR tempo
real é fornecida na forma do numero de ciclos de PCR a partir da qual um
determinado nivel de fluorescéncia torna-se significativamente detectavel (ciclo
threshold ou “Ct”). O threshold foi determinado individual e manualmente para todos
0S genes em estudo. Em todos os casos, o Ct foi fixado no inicio da fase
exponencial da reacdo de PCR (equivalente a porcdo linear da curva de
fluorescéncia). Todas as leituras das amostras testadas posteriormente foram
efetuadas utilizando-se o mesmo threshold (VAN DER VELDEN et al., 2003).

Os valores de Ct foram fornecidos pelo software do aparelho Gene Amp ®
7500 Sequence Detection System e exportados para uma planilha do MS Excel
(Microsoft Inc.) para analise. Utilizou-se a média aritmética dos valores de Ct
encontrados para cada amostra testada em duplicata. Este valor foi aplicado na
equacdo da curva-padrao do gene cuja expressao desejava-se determinar e, em
seguida, transformado em notacé&o logaritmica.

A segquir, o log da quantidade de mMRNA de cada amostra foi normalizado em
relacdo ao gene de referéncia endégena. Para normalizacdo, cada um dos valores
anteriormente obtidos foi dividido pelo valor de expressao correspondente do gene
GAPDH. Esta ferramenta é utilizada para minimizar os erros resultantes das
diferencas de eficiéncia da transcricdo reversa e, para corre¢ao de variacao entre
amostras. O valor absoluto da expressdo de cada amostra foi entdo calculado
dividindo-se o valor normalizado da amostra cuja expressédo desejava-se conhecer
pelo valor normalizado encontrado para a amostra padréo ou calibrador. Os valores
em termos de nivel de expressdo génica relativa foram obtidos de forma

aproximada, aplicando a féormula 2744¢T,
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3.13. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos pela média + erro padrdo da média
(E.P.M.). A analise estatistica dos resultados obtidos foi feita por teste t de Student
para comparacfes entre dois grupos, analise de variancia de uma via (ANOVA),
seguida pelo pos-teste de Bonferroni, quando as comparacdes foram feitas entre
trés grupos e analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida pelo pos-teste de
Bonferroni, quando as comparacgOes foram feitas entre trés grupos ao longo do
tempo. Diferengas nos valores de P<0,05 foram consideradas estatisticamente

significativas.
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3.14. Diagrama experimental
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3.15. Drogas e Reagentes

- bicarbonato de sddio P.A. (Synth, Brasil)

- clonidina (clonidine hydrochloride, Sigma Co., E.U.A.)

- cloreto de célcio dihidratado P.A. (calcium chloride dihydrate, Merck, Alemanha)

- cloreto de potassio P.A. (Synth, Brasil)

- cloreto de sédio P.A. (Synth, Brasil)

- D-glicose anidra (dextrose) P.A. (Synth, Brasil)

- endotelina-1 (endothelin , Sigma Co., E.U.A))

- fenilefrina ((R)-(-)-phenylephrine hydrochloride, Sigma Co., E.U.A.)

- fosfato de potassio monobasico anidro P.A. (Synth, Brasil)

- heparina sédica 5000UI/ml solucéo injetavel (Cristalia, Brasil)

- indometacina (indomethacin, Sigma Co., E.U.A.)

- ioimbina (yohimbine hydrochloride, Sigma Co., E.U.A.)

- kits de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade (High-Capacity cDNA

Reverse Transcription Kits, Applied Biosystems™, E.U.A.)

- L-NAME (N-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride, Sigma Co., E.U.A.)

- metoxamina (methoxamine hydrochloride, Sigma Co., E.U.A))

- noradrenalina ((S)-(+)-norepinephrine L-bitartrate, Sigma Co., E.U.A.)

- 0leo de milho (Cargill, Brasil)

- penicilina (benzil penicilina G procaina/benzatina e diidroestreptomicina,
Eurofarma, Brasil)

- propionato de testosterona (testosterone propionate, Sigma Co., E.U.A.)

- sulfato de magnésio P.A. (Synth, Brasil)

- timolol (timolol maleate salt, Sigma Co., E.U.A.)

- tribromoetanol (2,2,2-tribromoethanol, Acros Organics, E.U.A.)

- trizol (Life Technologies, Gaithersburg, MD, E.U.A.)
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Resultados



4.1. Repercussdes nao-vasculares da orquidectomia, seguida ou nao pela

reposicao hormonal com testosterona

4.1.1. Dosagem de testosterona plasmatica

A orquiectomia reduziu significativamente o nivel de testosterona plasmatica
No entanto, a reposi¢cdo hormonal ndo apenas restaurou os niveis plasmaticos mas
resultou em um nivel plasmatico mais elevado de testosterona do que o observado

nos animais controles e orquidectomizados (Figura 1).
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Figura 1- Concentracdo plasmética de testosterona (ng/dL) de animais controles (CONT),
orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados seguidos por reposi¢do com testosterona (ORQ+T) (n
=10-12). *** indica diferenca significativa (P<0,001) em relag&o aos animais CONT; *indica diferenca
significativa (P<0,001) em relacdo aos animais ORQ+T. ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste

de Bonferroni.

4.1.2. Pesagens

4.1.2.1. Pesagem dos animais

Na primeira pesagem dos animais, realizada no dia do procedimento cirargico,
nao foram constatadas diferencas significativas entre o peso corporal dos animais

em decorréncia da orquidectomia ou da reposicdo hormonal com testosterona
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(Figura 2A). Contudo, a segunda pesagem realizada no dia dos experimentos de
reatividade vascular mostrou uma reducéo no peso dos animais orquidectomizados
frente ao peso dos animais controles e orquidectomizados seguidos de reposicéo

hormonal (Figura 2B).
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Figura 2- Peso corporal dos animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados seguidos por reposi¢cdo com testosterona (ORQ+T), em quilogramas (kg), obtidos

no dia da cirurgia (A) e no dia do experimento de reatividade vascular (B) (n = 10-12). * indica

+

diferenca significativa (P<0,05) em relacdo aos animais CONT; ' indica diferenca significativa

(P<0,05) em relacdo aos animais ORQ + T. ANOVA de uma via, seguida pelo pés-teste de

Bonferroni.

4.1.2.2. Pesagem dos 0Orgdos sexuais acessorios hormdnio-dependentes e

glandulas adrenais

Na Figura 3 sdo apresentados 0s pesos dos 0Orgdos sexuais acessorios
hormonio-dependentes obtidos dos animais controles e orquidectomizados
submetidos ou ndo a reposi¢do hormonal com testosterona, normalizados pelo peso
corporal total dos animais estudados. Estes resultados mostram que a orquidectomia
promoveu uma atrofia das vesiculas seminais esvaziadas ou nao do liquido seminal,
atrofia esta que foi completamente revertida pela reposicdo hormonal com
testosterona (Figuras 3A e 3B). Neste sentido, o volume de liquido seminal foi
reduzido pela orquidectomia e restabelecido pela reposicdo hormonal (Figura 3C).
Evento semelhante foi observado com a préostata e epididimos, ou seja, a

orquidectomia promoveu uma atrofia significativa desses o6rgdos que foi
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completamente revertida pela reposicdo hormonal com testosterona (Figuras 3D e
3E). Um fendbmeno ligeiramente distinto ocorreu nos ductos deferentes (Figura 3F),
onde a orquidectomia promoveu uma atrofia significativa dessas estruturas, contudo,

a reposicdo hormonal reverteu apenas parcialmente essa atrofia.
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Figura 3- Peso da vesicula seminal com (A) e sem (B) secre¢do, bem como da secre¢édo seminal (C),
além da prostata (D), epididimos (E) e ductos deferentes (F) obtidos de animais controles (CONT),
orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados submetidos a reposicao com testosterona (ORQ+T)
(n = 10-12). *** indica diferenca significativa (P<0,001) em relacdo aos animais CONT; * indica
diferenca significativa (P<0,001) em relagédo aos animais ORQ + T. (ANOVA de uma via, seguida pelo
pos-teste de Bonferroni).

Na Figura 4 é apresentado o peso das glandulas adrenais normalizado pelo
peso corporal total dos animais estudados. Observa-se um aumento do peso das
glandulas adrenais em decorréncia da orquidectomia, aumento este que é

completamente revertido pela reposicado hormonal com testosterona.
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Figura 4- Peso das glandulas adrenais obtidos de animais controles (CONT), orquidectomizados

(ORQ) e orquidectomizados submetidos a reposicdo com testosterona (ORQ+T) (n = 10-12). * indica

#

diferenca significativa (P<0,05) em relacdo aos animais CONT; " indica diferenca significativa

(P<0,05) em relagdo aos animais ORQ+ T. (ANOVA de uma via, seguida pelo poés-teste de

Bonferroni).

4.2. Repercussdes vasculares da orquidectomia, seguida ou nao pela

reposicdo hormonal com testosterona

4.2.1. Estudo das respostas vasomotoras de preparacdes de veia porta a clonidina e

a metoxamina

A orquidectomia, seguida ou ndo pela reposicdo hormonal com testosterona,
nao modificou significativamente o padrdo das curvas concentragdo-resposta para
clonidina (Figura 5A) e metoxamina (Figura 5B) determinadas em preparacdes
isoladas de veia porta. Dessa forma, ndo foram observadas diferencas significativas
em relacdo aos parametros de Rmax € PECso para clonidina e metoxamina obtidos

nessas preparacoes (Tabela 1).

36



1.20ne CONT 1.20-e CONT
O ORQ 0  ORQ
B ORQ+T B ORQ+T
@ 0.80- @ 0.80-
(@] (@]
wT (T
%) n
c c
£ 0.40- 2 0.40-
0.00+ T T T T ] 0.00+ S e | T T T 1
-11-10 9 8 -7 6 -5 4 -3 -11-10 -9 8 -7 6 -5 4 -3

log [clonidina] (mol/L) log [metoxamina] (mol/L)

Figura 5- Curvas concentracao-resposta para clonidina (A) e metoxamina (B) obtidas de preparacdes
de veia porta isoladas de animais controles (CONT,; @), orquidectomizados (ORQ; 0O) e

orquidectomizados submetidos a reposi¢do com testosterona (ORQ+T; W) (n = 10-12).

Tabela 1- Valores de R.x € pPECso para clonidina e metoxamina determinados em preparacfes de

veia porta de animais controle e orquidectomizados, submetidos ou ndo a reposigdo hormonal com

testosterona
Rimax PECso
CONT ORQ ORQ+T CONT ORQ ORQ+T
Veia Porta
clonidina 0,16+0,05 0,21+0,03 0,27+0,03 6,00+£1,00 6,52+0,13 6,89+0,17
metoxamina  0,75+0,08 0,83+0,11 0,93+0,15 5,08+0,16 5,13+0,18 5,28+0,10

4.2.2. Estudo das respostas vasomotoras de preparacdes de veia porta a

noradrenalina na vigéncia do bloqueio dos receptores 8 ou as-adrenérgicos

A orquidectomia tampouco a reposicdo hormonal com testosterona néo
modificaram significativamente o padrdo das curvas concentracao-resposta para
noradrenalina determinadas em preparagdes isoladas de veia porta incubadas com
timolol 10°M (Figura 6A) e/ou timolol 10°M + ioimbina 10°M (Figura 6B). Neste

sentido, as preparacdes obtidas de animais orquidectomizados tratados ou ndo com
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testosterona também nédo apresentaram diferencas significativas em termos de Rmax

e pECsp para noradrenalina na presenca de timolol ou timolol+ioimbina (Tabela 2).
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Figura 6- Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina obtidas de preparacdes de veia porta

isoladas de animais controles (CONT; @), orquidectomizados (ORQ; O) e orquidectomizados

submetidos a reposigcdo com testosterona (ORQ+T; M), previamente incubadas com timolol 10°M (A)
e timolol 10°M + ioimbina 10°M (B) (n = 10-12).

Tabela 2- Valores de Ryax € pECso para noradrenalina determinados em preparacdes de veia porta

de animais controle e orquidectomizados, submetidos ou nédo a reposi¢do hormonal com testosterona,

pré-tratadas com timolol 10°M e timolol 10°M + ioimbina 10°M

Rmax PECso
CONT ORQ ORQ+T CONT ORQ ORQ+T
Veia Porta
noradrenalina
timolol 1,23+0,10 1,04+0,18 1,0740,20 6,48+0,21  6,39+0,28  6,02+0,15
timolol + 1,41+0,13 0,89+0,08 1,05+0,16 5,63+0,14 5,62+0,16  5,29+0,21
ioimbina
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4.2.3. Estudo dos mecanismos relacionados a endotelina-1 em preparacdes de veia
porta obtidas de animais orquidectomizados, submetidos ou ndo a reposicdo

hormonal com testosterona

4.2.3.1. Estudo funcional das respostas vasomotoras de veia porta a endotelina-

A orquidectomia ndo modificou significativamente o padrédo das curvas
concentracéo-resposta para endotelina-1 determinadas em preparacoes isoladas de
veia porta (Figura 7). Neste sentido, as preparacdes obtidas de animais
orquidectomizados também nado apresentaram diferencas significativas em termos

de Rmax € PECso para endotelina-1 (Tabela 3).
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Figura 7- Curvas concentracdo-resposta para endotelina-1 obtidas de preparagfes de veia porta
isoladas de animais controles (CONT; @), orquidectomizados (ORQ; O) e orquidectomizados

submetidos a reposicdo com testosterona (ORQ+T; M) (n = 4-5).

Tabela 3- Valores de Ryax € PECsq para endotelina-1 determinados em preparacdes de veia
porta de animais controle e orquidectomizados
Rmax PECso
CONT ORQ CONT ORQ

Veia Porta
endotelina-1 2,87+0,27 2,78+0,36 7,60+0,39 7,25+0,21
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4.2.3.2. Estudo da expressao de mRNA para endotelina-1 e para os receptores ETxp

e ETg de endotelina-1 em veia porta isolada de rato

A orguidectomia promoveu aumento da expressdo de ET-1 em veia porta
isolada de rato, aumento este completamente revertido pela reposicdo hormonal
com testosterona (Figura 8A). Contudo, nem a orquidectomia nem a reposicao
hormonal com testosterona modificaram a expresséao local de receptores ETa (Figura
8B). Por outro lado, a expresséo de receptores ETg foi aumentada em decorréncia
da orquidectomia e restaurada pela reposicdo hormonal com testosterona (Figura
8C).
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Figura 8- Expressdo génica relativa para endotelina-1 (ET-1) e subtipos de receptores ET, € ETg
detectada em veia porta isolada de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados seguidos por reposicdo com testosterona (ORQ+T) (n = 6). * indica diferenca
significativa (P<0,05) em relacdo aos animais CONT. ANOVA de uma via, seguida pelo pés-teste de
Bonferroni.
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4.2.4. Estudo das respostas vasomotoras de preparacdes de veias pulmonar, renal,
femoral e mesentérica obtidas de animais orquidectomizados, submetidos ou ndo a

reposicdo de testosterona, a fenilefrina, noradrenalina, clonidina e metoxamina

4.2.4.1. Veia pulmonar

A orquidectomia tampouco a reposicdo hormonal com testosterona néo
modificaram significativamente o padréo das curvas concentracao-resposta para
fenilefrina (Figura 9A), noradrenalina (Figura 9B), clonidina (Figura 9C) e
metoxamina (Figura 9D) determinadas em preparacfes isoladas de veia pulmonar.
Consequentemente, nenhuma modificacdo significativa de Rpnax € PECsy para
fenilefrina, noradrenalina, clonidina e metoxamina foi detectada nas preparagdes
estudadas, em decorréncia da orquidectomia seguida ou ndo de reposi¢cao hormonal
com testosterona (Tabela 4). Vale ressaltar que nas preparacdes de veias
pulmonares, bem como nas outras preparacdes estudadas, nao foi calculado o

PECs5p da clonidina e da metoxamina.
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Figura 9- Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (A), noradrenalina (B), clonidina (C) e

metoxamina (D) obtidas de preparacdes de veia pulmonar isoladas de animais controles (CONT; @),

orquidectomizados (ORQ; [O) e orquidectomizados submetidos a reposicdo com testosterona
(ORQ+T; W) (n =10-12).

Tabela 4- Valores de Ru.x € pECs, para fenilefrina, noradrenalina, clonidina e metoxamina

determinados em preparacdes de veia pulmonar de animais controle e orquidectomizados,

submetidos ou ndo a reposicao hormonal com testosterona

Riax PECso
CONT ORQ ORQ+T CONT ORQ ORQ+T
Veia Pulmonar
fenilefrina 0,07+0,02 0,07+0,01 0,08+0,02 6,17+0,16  6,04+0,18 5,89+0134
noradrenalina  0,07+0,02 0,10+0,02  0,12+0,03 6,51+0,26  6,35+0,22 6,85+0,19
clonidina 0,01+0,01 0,01+0,00 0,01+0,01 ND ND ND
metoxamina 0,08+0,02 0,07+0,02 0,11+0,03 ND ND ND

®ND (ndo determinado)
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4.2.4.2. Veia renal

A orquidectomia, seguida ou ndo pela reposicdo hormonal com testosterona,

nao modificou significativamente o padrdo das curvas concentragdo-resposta para

fenilefrina (Figura 10A), noradrenalina (Figura 10B), clonidina (Figura 10C) e

metoxamina (Figura 10D) determinadas em preparacoes isoladas de veia renal.

Dessa forma, ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo aos

parametros de Rnax € PECso para fenilefrina, noradrenalina, clonidina e metoxamina

obtidos nessas preparacgdes (Tabela 5).
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Figura 10- Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (A), noradrenalina (B), clonidina (C) e

metoxamina (D) obtidas de preparacfes de veia renal isoladas de animais controles (CONT; @),

orquidectomizados (ORQ; [) e orquidectomizados submetidos a reposicdo com testosterona
(ORQ+T; m) (n = 10-12).
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Tabela 5- Valores de Ry € pPECso para fenilefrina, noradrenalina, clonidina e metoxamina
determinados em prepara¢cdes de veia renal de animais controle e orquidectomizados, submetidos ou

ndo a reposi¢do hormonal com testosterona

Rmax PECso
CONT ORQ ORQ+T CONT ORQ ORQ+T
Veia Renal
fenilefrina 0,09+0,03 0,07+0,02 0,05+0,04 6,34+0.51 6,57+0,44 7,56%0,58
noradrenalina 0,35+0,05 0,37+0,06 0,27+0,03 5,68+0.16 5,27+0,61 5,29+0,29
clonidina 0,01+0,01 0,00+0,00 0,00+0,00 ND ND ND
metoxamina 0,25+0,06 0,17+0,04 0,32+0,08 ND ND ND

#ND (ndo determinado)

4.2.4.3. Veia femoral

Em preparacdes isoladas de veia femoral a orquidectomia, seguida ou nédo de
reposicdo hormonal com testosterona, nao produziu modificagbes significativas no
padrdo das curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (Figura 11A),
noradrenalina (Figura 11B), clonidina (Figura 11C) e metoxamina (Figura 11D),
guando comparadas com as curvas obtidas de animais controles. Sendo assim,
nenhuma diferenca significativa foi observada em relacdo aos parametros de Rpyax €

pPECso para fenilefrina, noradrenalina, clonidina e metoxamina (Tabela 6).
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Figura 11- Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (A), noradrenalina (B), clonidina (C) e

metoxamina (D) obtidas de prepara¢cdes de veia femoral isoladas de animais controles (CONT; @),

orquidectomizados (ORQ; [O) e orquidectomizados submetidos a reposicdo com testosterona

(ORQ+T; m) (n

=10-12).

Tabela 6- Valores de Ry.x € pECs, para fenilefrina, noradrenalina, clonidina e metoxamina

determinados em preparactes de veia femoral de animais controle e orquidectomizados, submetidos

ou ndo a reposi¢cdo hormonal com testosterona

Rmax PECso
CONT ORQ ORQ+T CONT ORQ ORQ+T
Veia Femoral
fenilefrina 0,26+0,07 0,25+0,11 0,24+0,07 5,66+0,12 5,45+0,18 5,58+0,12
noradrenalina  0,61+0,06 0,55+0,10 0,74+0,08 5,39+0,36 5,78+0,07 5,86+0,14
clonidina 0,07£0,03 0,06£0,03 0,03£0,01 ND ND ND
metoxamina 0,28+0,06  0,37+0,06  0,37+0,08 ND ND ND

#ND (ndo determinado)
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4.2.4.4. Veia mesentérica

A orquidectomia tampouco a reposicdo hormonal com testosterona néo

modificaram significativamente o padréo das curvas concentracdo-resposta para

fenilefrina (Figura 12A) e noradrenalina (Figura 12B) determinadas em preparacfes

isoladas de veia mesentérica. Neste sentido, as preparacdes obtidas de animais

orquidectomizados tratados ou ndo com testosterona também ndo apresentaram

diferengas significativas de Rnax € pECso para fenilefrina e noradrenalina (Tabela 7).
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Figura 12- Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (A) e noradrenalina (B) obtidas de

preparacdes de veia mesentérica isoladas de animais controles (CONT; @), orquidectomizados

(ORQ; O) e orquidectomizados submetidos a reposi¢do com testosterona (ORQ+T; W) (n = 10-12).

Tabela 7- Valores de R, € PECso para fenilefrina e noradrenalina determinados em preparacdes de

veia mesentérica de animais controle e orquidectomizados, submetidos ou ndo a reposicdo hormonal

com testosterona

Rimax PECso
CONT ORQ ORQ+T CONT ORQ ORQ+T
Veia Mesentérica
fenilefrina 0,37+0,06 0,39+0,07 0,47+0,08 5,92+0,14 6,20+0,16 5,80+0,20
noradrenalina  0,62+0,06 0,55+0,09 0,57+0,09 6,39+0,16 6,34+0,21 6,10+0,22
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4.2.5. Estudo das respostas vasomotoras de preparagbes de artérias pulmonar,

femoral, mesentérica, aorta toracica e aorta abdominal a fenilefrina e a noradrenalina

4.2.5.1. Artéria pulmonar

A orquidectomia, seguida ou néo pela reposicdo hormonal com testosterona,
ndao modificou significativamente o padrdo das curvas concentracdo-resposta para
fenilefrina (Figura 13A) e noradrenalina (Figura 13B) determinadas em preparacdes
isoladas de artéria pulmonar. Consequentemente, nenhuma modificagéo significativa
de Rmax € PECsy para fenilefrina e noradrenalina (Tabela 8) foi detectada nas
preparacdes estudadas, em decorréncia da orquidectomia seguida ou nao de

reposicao hormonal com testosterona.
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Figura 13- Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (A) e noradrenalina (B) obtidas de
preparacdes de artéria pulmonar isoladas de animais controles (CONT; ®), orquidectomizados (ORQ;

) e orquidectomizados submetidos a reposicdo com testosterona (ORQ+T; W) (n = 10-12).
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Tabela 8- Valores de R.x € pECso para fenilefrina e noradrenalina determinados em preparacgfes de
artéria pulmonar de animais controle e orquidectomizados, submetidos ou nédo a reposicdo hormonal

com testosterona

Rmax PECso
CONT ORQ ORQ+T CONT ORQ ORQ+T
Artéria Pulmonar
fenilefrina 0,20+0,05  0,23#0,05 0,28+0,04 6,89+0,22  7,88+0,94  6,40+0,62
noradrenalina  0,40+0,07 0,40+0,08 0,45+0,06 7,82+1,05 7,00+0,35 6,71+0,18

4.2.5.2. Artéria femoral

Em preparacdes isoladas de artéria femoral a orquidectomia induziu aumento de
resposta vasomotora frente a fenilefrina, aumento este que néao foi revertido com a
reposicao hormonal com testosterona (Figura 14A). Dessa forma, um aumento de
Rmax pode ser observado em preparagdes obtidas de animais orquidectomizados,
seguidos ou ndo de reposicdo hormonal com testosterona, sem alteracdes
significativas de pECso (Tabela 9). Contudo, a orquidectomia, seguida ou nao pela
reposicdo hormonal com testosterona, ndo modificou significativamente o padréo
das curvas concentracao-resposta para noradrenalina determinadas em preparacdes
isoladas de artéria femoral (Figura 14B). Consequentemente, nenhuma modificacdo
significativa de Rnax € PECso para noradrenalina (Tabela 9) foi detectada nas
preparacdes estudadas, em decorréncia da orquidectomia seguida ou nao de

reposicdo hormonal com testosterona.
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Figura 14- Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (A) e noradrenalina (B) obtidas de
preparacdes de artéria femoral isoladas de animais controles (CONT; @), orquidectomizados (ORQ;
0O) e orquidectomizados submetidos a reposicdo com testosterona (ORQ+T; W) (n = 10-12). ANOVA

de uma via, seguida pelo p6s-teste de Bonferroni.

Tabela 9- Valores de R, € pECso para fenilefrina e noradrenalina determinados em preparacfes de
artéria femoral de animais controle e orquidectomizados, submetidos ou néo a reposi¢cdo hormonal

com testosterona

Rmax PECso
CONT ORQ ORQ+T CONT ORQ ORQ+T
Artéria Femoral
fenilefrina 0,62+0,07  0,92+0,10* 0,95+0,10* 6,21+0,48 6,15+0,25 5,79+0,12
noradrenalina  0,78+0,14  0,78+#0,13  0,81+0,13 5,69+0,08 6,00+0,10 5,66+0,11

* indica diferencga significativa (P<0,05) em relagdo aos animais CONT. ANOVA de uma via, seguida

pelo pos-teste de Bonferroni.

4.2.5.3. Artéria mesentérica

A orquidectomia, seguida ou néo de reposicdo hormonal com testosterona,
nao produziu modificacdes significativas no padrdo das curvas concentragao-
resposta para fenilefrina (Figura 15A) e noradrenalina (Figura 15B) determinadas em
preparacoes isoladas de artéria mesentérica, quando comparadas com as curvas

obtidas de animais controles. Sendo assim, nenhuma diferenca significativa foi
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observada em relacdo aos parametros de Rmax € pPECso para fenilefrina e
noradrenalina nessas preparacoes (Tabela 10).
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Figura 15- Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (A) e noradrenalina (B) obtidas de
preparacdes de artéria mesentérica isoladas de animais controles (CONT; ®), orquidectomizados

(ORQ; O) e orquidectomizados submetidos a reposicdo com testosterona (ORQ+T; W) (n = 10-12).

Tabela 10- Valores de R € PECsp para fenilefrina e noradrenalina determinados em preparacgdes de
artéria mesentérica de animais controle e orquidectomizados, submetidos ou ndo a reposigdo
hormonal com testosterona

Rmax PECso
CONT ORQ ORQ+T CONT ORQ ORQ+T
Artéria Mesentérica
fenilefrina 0,68+0,08 0,59+0,07 0,78£0,07 5,26+0,81 5,91+0,19 5,87+0,19
noradrenalina  0,99+0,08 1,00+0,11 1,22+0,10 5,80+0,12 5,74+0,10 5,26+0,50

4.2.5.4. Aorta toracica

A orquidectomia tampouco a reposicdao hormonal com testosterona nao
modificaram significativamente o padréo das curvas concentracao-resposta para
fenilefrina (Figura 16A) e noradrenalina (Figura 16B) determinadas em preparacdes

isoladas de aorta toracica. Neste sentido, as preparacdes obtidas de animais
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orquidectomizados tratados ou ndo com testosterona também ndo apresentaram
diferencas significativas de Rmax € PECso para fenilefrina e noradrenalina nessas

preparactes (Tabela 11).
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Figura 16- Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (A) e noradrenalina (B) obtidas de
preparacdes de aorta toracica isoladas de animais controles (CONT; ®), orquidectomizados (ORQ; )

e orquidectomizados submetidos a reposicdo com testosterona (ORQ+T; W) (n = 10-12).

Tabela 11- Valores de R € PECsp para fenilefrina e noradrenalina determinados em preparacgfes de
aorta torécica de animais controle e orquidectomizados, submetidos ou ndo a reposicdo hormonal

com testosterona

Rmax PECso
CONT ORQ ORO+T CONT ORQ ORO+T

Aorta Toréacica
fenilefrina 0,58+0,15 0,76+0,21 0,91+0,18 5,95+0,18 6,84+0,17 7,37+0,97
noradrenalina  1,26+0,24 1,20+0,21 1,64+0,18 7,16%0,96 6,49+0,11 8,59+1,51

4.2.5.5. Aorta abdominal

Em preparagdes isoladas de aorta abdominal a orquidectomia n&o induziu
nenhuma alteracdo de resposta frente a fenilefrina. Contudo, a reposicado hormonal

com testosterona aumentou a reatividade de aorta abdominal frente a este agonista
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(Figura 17A), o que refletiu em um aumento de Rnax em preparacdes obtidas de
animais orquidectomizados, seguidos de reposicdo hormonal com testosterona, sem
alteracdo de pECso (Tabela 12). Além disso, a reposi¢cdo hormonal com testosterona
aumentou a reatividade de aorta abdominal frente a noradrenalina (Figura 17B).
Neste sentido, um aumento de Rpax foi observado em preparacdes de aorta
abdominal de animais orquidectomizados submetidos a reposicdo hormonal com

testosterona, sem alteracdes de pECso (Tabela 12).
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Figura 17- Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (A) e noradrenalina (B) obtidas de
preparacdes de aorta abdominal isoladas de animais controles (CONT; ®), orquidectomizados (ORQ;
0O) e orquidectomizados submetidos a reposicdo com testosterona (ORQ+T; M) (n = 12-14). ANOVA

de uma via, seguida pelo pos-teste de Bonferroni.

Tabela 12- Valores de R € PECso para fenilefrina e noradrenalina determinados em preparacdes de
aorta abdominal de animais controle e orquidectomizados, submetidos ou ndo a reposi¢do hormonal

com testosterona

Rmax PECso
CONT ORQ ORO+T CONT ORQ ORO+T

Aorta Abdominal
fenilefrina 1,51+0,12 1,42+0,16 1,96+0,18 *° 6,25+0,31 5,65+0,53 6,15+0,30
noradrenalina  2,00+0,18 1,92+0,14 2,45+0,12 *° 5,72+0,16  6,09+0,11  6,20+0,17

* indica diferenca significativa (P<0,05) em relacdo aos animais CONT; * indica diferenca significativa

(P<0,05) em relagdo aos animais ORQ. ANOVA de uma via, seguida pelo p6s-teste de Bonferroni.
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Discussao



5.1. Repercussdes nao-vasculares da orquidectomia, seguida ou néao pela

reposicao hormonal com testosterona

O objetivo central do presente trabalho foi estudar a influéncia da
orquidectomia, seguida ou ndo de reposi¢cdo hormonal com testosterona, sobre as
respostas vasomotoras de diferentes veias isoladas de rato a agonistas
simpatomiméticos. No entanto, para atingir este objetivo, inicialmente precisavamos
nos certificar de que o protocolo de orquidectomia utilizado era efetivo em reduzir os
niveis séricos de testosterona nos animais e, conseqguentemente, promover as
modificacdes fisiopatoldgicas caracteristicas destas variacbes hormonais. Do mesmo
modo, era necessario garantir que a reposi¢cdo hormonal com testosterona proposta
era capaz de reverter tais modificagbes fisiopatoldégicas induzidas pela
orquidectomia.

As repercussdes da orquidectomia, assim como da reposicao hormonal com
testosterona, nas concentracdes plasméaticas de testosterona foi diretamente
demonstrada através da dosagem de testosterona plasmatica. Observou-se uma
reducdo dos niveis plasméaticos de testosterona em animais orquidectomizados. Ja
para aqueles que receberam reposicdo hormonal, ao invés de reducao, observou-se
até mesmo niveis suprafisioldgicos de testosterona. Esta dosagem dos niveis
plasmaticos de testosterona é um parametro largamente empregado para validacéo
dos procedimentos de orquidectomia e reposicdo hormonal com testosterona
(MATSUDA et al., 1994; ROSSIGNOLI et al., 2010).

Neste sentido, observamos inicialmente que no momento da orquidectomia
ndo houve diferenca significativa de peso corporal entre os grupos estudados.
Contudo, o ganho de peso no grupo de animais orquidectomizados foi menor ao
longo do estudo e, por conta disso, 0s animais orquidectomizados apresentaram um
peso corporal menor em relagédo aos demais grupos de animais estudados no dia
dos experimentos de reatividade vascular. Isso sugere indiretamente um menor
ganho de massa muscular nestes animais e esta de acordo com o fato da
testosterona ser capaz de produzir efeitos tanto anabolizantes quanto virilizantes

(WANG et al., 2000). Vale ressaltar que esta diferenca de peso induzida pela
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orquidectomia ja havia sido por nos observada (ROSSIGNOLI et al., 2010).

Foram realizadas também pesagens dos 0Orgdos sexuais acessorios
horménio-dependentes. A pesagem de 6rgdos horménio-dependentes como forma
de se avaliar a efetividade da orquidectomia e da reposicdo hormonal com
testosterona € amplamente difundida na literatura (MATSUDA et al., 1994; McKEE et
al., 2003; BLANCO-RIVERO et al., 2006; ROSSIGNOLI et al., 2010). Observou-se
atrofia induzida pela orquidectomia em vesiculas seminais, préstata, epididimos e
ductos deferentes. Esta atrofia foi completamente revertida pela reposi¢cdo hormonal
com testosterona em vesiculas seminais, prostata e epididimos. Esta reverséo,
contudo, foi apenas parcial no ducto deferente. O fato da reposicdo hormonal com
testosterona reverter a reducdo do peso dos 0rgaos sexuais hormonio-dependentes,
além de atestar a efetividade do protocolo utilizado, também indica o envolvimento
direto da testosterona na atrofia induzida pela orquidectomia. Padrbes semelhantes
de reducdo e reversdo de peso dos Orgdos sexuais acessorios hormonio-
dependentes foram verificados em nosso estudo anterior (ROSSIGNOLI et al.,
2010), o que também indica a validade e a uniformidade dos procedimentos
cirirgicos e do tratamento hormonal empregado nos animais ao longo de todo o
trabalho desenvolvido. Além disso, assim como proposto por Matsuda et al. (1994), a
reversao da atrofia dos 6rgdos sexuais acessoérios hormonio-dependentes sé ocorre
com um protocolo de reposicdo hormonal com testosterona que induz niveis
plasmaticos suprafisiolégicos deste hormdnio.

Observamos ainda que a orquidectomia induz um significativo aumento do
peso das glandulas adrenais, aumento este revertido pela reposicéo de testosterona.
Esta observacéo ja havia sido feita por n6s em estudo anterior (ROSSIGNOLI et al.,
2010). Um aumento de peso das glandulas adrenais também foi descrito em ratos
orquidectomizados por um periodo de oito semanas (MALENDOWICZ, 1986). Estes
dados sugerem um fenbmeno adaptativo dessas glandulas frente a orquidectomia.
De fato, tem sido descrito em cobaias que baixos niveis de testosterona levam a
uma maior ativacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (BERNICHTEIN et al.,
2008). Segundo estes autores, em animais orquidectomizados ocorre um aumento
nos niveis de hormanio luteinizante (LH), paralelamente a um aumento na expressao
de receptores de LH no cortex das glandulas adrenais. Isso aumenta a producgéo

androgénica nesses tecidos, induzindo assim hiperplasia do coértex dessas
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glandulas.

Vale ressaltar que a atuacdo da testosterona sobre os Orgdos sexuais
acessorios hormonio-dependentes é um parametro direto das acfes desse horménio
sobre outros oOrgdos e tecidos. Assim, optou-se por utilizar um esquema de
reposicdo hormonal que revertesse a atrofia dos 0Orgdos sexuais acessorios
hormonio-dependentes, ainda que isto produzisse concentracdes plasmaticas
suprafisiolégicas de testosterona. Isto porque, uma vez que o presente estudo
objetivava conhecer o impacto das variacdes de testosterona sobre as respostas dos
vasos aos agonistas simpatomiméticos, consideramos que a garantia de efeitos da
reposicdo hormonal com este horménio sobre os tecidos é mais relevante que a
concentracdo plasmatica produzida por este tratamento em si.

Com base nestes resultados confirmamos a efetividade do nosso modelo
experimental de orquidectomia, bem como do protocolo de reposicdao de
testosterona utilizado. Isso nos permitiu estabelecer correlagdes mais claras entre as
modificacOes fisiopatoldgicas que foram detectadas nos vasos com as alteracoes

drasticas dos niveis circulantes de testosterona impostas pela orquidectomia.

5.2. Repercussfes vasculares da orquidectomia, seguida ou nao pela

reposicdo hormonal com testosterona

No estudo desenvolvido durante mostrado, observou-se que a orquidectomia
promove elevacdo de Rnax para fenilefrina em veia porta. Isto levou-nos a pensar
que a orquidectomia evidencia os efeitos venoconstritores mediados por receptores
a-adrenérgicos. Na ocasido, propusemos também que a estimulagdo concomitante
de receptores B-adrenérgicos compensaria 0 aumento de Rpnax mediado pela
estimulacdo dos receptores a-adrenérgicos. Isto justificaria o fato da orquidectomia
ndo ter induzido modificacbes nas respostas de veia porta a noradrenalina. Com
efeito, este foi considerado um mecanismo fisioldgico auto-regulatério que atuaria no
sentido de minimizar as alteracbes hemodinamicas induzidas por reducdes drasticas
de testosterona. Este mecanismo compensatorio garantiria, desta forma, um
adequado retorno venoso nestas situagoes extremas de variagdo hormonal.

O fato da orquidectomia influenciar as respostas de veia porta a fenilefrina mas

nao a noradrenalina permanece sem uma justificativa clara. Visando compreender
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melhor este fendmeno, propusemos no presente estudar as respostas contrateis
destas preparacdes a clonidina (agonista a,-seletivo) e a metoxamina (agonista as-
seletivo que nao sofre captacdo neuronal). O objetivo desta investigacao foi verificar
se 0s receptores ay-adrenérgicos, bem como, se 0Ss mecanismos de captacao
neuronal de catecolaminas estao envolvidos nas modificacdes de resposta induzidas
pela orquidectomia aos agonistas simpatomiméticos em veia porta. Cabe ressaltar
gue a noradrenalina apresenta afinidade pelos receptores aj-adrenérgicos e sofre
captacdo neuronal. Com efeito, modificacbes compensatérias nestes mecanismos
poderiam justificar o fato da orquidectomia ndo influenciar as respostas de veias
porta a noradrenalina. Os dados obtidos, contudo, mostram que a orquidectomia n&o
promove nenhuma alteracao significativa nas respostas de veia porta a clonidina e a
metoxamina. Assim, a hipotese da orquidectomia modificar o funcionamento dos
receptores ay-adrenérgicos bem como dos mecanismos de captacdo neuronal fica
enfraquecida.

Para estudar de forma mais individualizada os efeitos contrateis da
noradrenalina mediados pelos receptores a;-adrenérgicos na veia porta, incubamos
estas preparacdes com timolol (antagonista n&o seletivo de receptores -
adrenérgicos) isoladamente ou associado a ioimbina (antagonista seletivo de
receptores ap-adrenérgicos). Também nestas condi¢cdes, contrariando as nossas
expectativas, nenhuma modificacdo de resposta a noradrenalina induzida pela
orquidectomia foi observada. Assim, a hipétese anteriormente aventada de que a
estimulacdo concomitante de receptores B-adrenérgicos compensaria 0 aumento de
Rmax mediado pela estimulacdo dos receptores aj-adrenérgicos, que justificaria o
fato da orquidectomia elevar 0 Rmax para fenilefrina mas néo para a fenilefrina na
veia porta, fica bastante enfraquecida.

Questionamos inicialmente a eficacia dos antagonistas utilizados nestes
experimentos. Contudo, testes foram realizados antes do inicio dos experimentos de
reatividade vascular e a atividade do timolol foi confirmada através do bloqueio do
relaxamento induzido por isoproterenol em anel de aorta isolada de rato
(SCRIABINE et al., 1973). Paralelamente, a atividade da ioimbina foi confirmada
através do bloqueio da contracdo de veia porta isolada de rato induzida pela
clonidina (SHIMAMURA et al., 2006). Com base nisto, nossa aten¢cao mais uma vez

aos receptores a;-adrenérgicos.
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A literatura relata a existéncia de trés subtipos de receptores a-adrenérgicos
em veia porta de rato, descritos como aiy, a1 € ain (SAYET et al., 1993). Sugere-se
ainda que as respostas induzidas pela noradrenalina em veia porta envolvam
preferencialmente receptores aj, cujas caracteristicas assemelham-se ao
receptores a;a (DOCHERTY, 1998; CALZADA et al., 2001), e receptores ain. A
literatura, entretanto, € escassa de informacdes a respeito dos efeitos da
orquidectomia sobre a expressdo destes diferentes subtipos de receptores
adrenérgicos em veia porta isolada de rato. Em aorta de ratos, tem sido relatada a
ocorréncia de plasticidade nos subtipos de receptores a;-adrenérgicos em aorta de
rato, onde a orquidectomia faz com que o0s receptores a;a-adrenérgicos passem a
colaborar com o0s receptores aj;p-adrenérgicos na resposta frente a noradrenalina
(MORAIS et al., 2003). E delicado transpor estes conhecimentos obtidos em aorta,
contudo ndo podemos descartar a hipotese de que um fendbmeno semelhante de
plasticidade possa estar ocorrendo em veia porta ap0s a orquidectomia. Isto poderia
justificar ao menos parcialmente as diferencas de resposta observadas entre
fenilefrina e noradrenalina na veia porta apds a orquidectomia. Ou seja, € possivel
gue a orquidectomia induza uma maior ativacdo de algum subtipo especifico de
receptor que medeia preferencialmente as respostas contrateis em veia porta a
fenilefrina. No entanto, como a literatura néo traz relatos a cerca dos subtipos de
receptores adrenérgicos envolvidos na resposta frente a fenilefrina em veia porta de
rato, futuras investigacfes se fazem necessarias para confirmacao desta hipétese.

Por outro lado, temos observado também que a noradrenalina promove
contragcdes mais vigorosas em veia porta de rato, comparadas as contracdes
induzidas pela fenilefrina. Assim, é possivel que noradrenalina mobilize toda a
capacidade contratii nessa preparacdo e, desta forma, a orquidectomia né&o
disponha de margem para elevar as respostas de veia porta a este agonista. As
respostas a fenilefrina, por sua vez, poderiam ainda ser elevadas pela orquidectomia
uma vez que em condicdes fisioldégicas estas ndo atingem o limite contratil desse
tecido vascular. Esta hipotese € plausivel, contudo, ndo explica o fato da
orquidectomia falhar em modificar as respostas da veia porta a metoxamina,
agonista que também promove contracbes menores em relacdo a noradrenalina.
Dessa forma, uma investigacdo mais refinada, empregando outros agonistas

simpatomiméticos faz-se necessaria para que esta hipbtese seja confirmada ou
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descartada.

No mestrado investigamos a participacdo de mecanismos endoteliais e/ou
sub-endoteliais, relacionados ao NO, aos prostandides e a endotelina-1, no aumento
de Rmax para fenilefrina em veia porta isolada de rato induzido pela orquidectomia.
Neste estudo, a participacdo do NO e dos prostandides foi descartada nas
modificacdes de resposta de veia porta a fenilefrina. Contudo, o referido aumento de
resposta da veia porta a fenilefrina induzido pela orquidectomia, foi inibido na
presenca de inibidores seletivos de receptores para endotelina-1, tanto ETa quanto
ETs (ROSSIGNOLI et al., 2010). Os resultados obtidos no mestrado indicaram que a
endotelina-1, através da acdo em receptores ETa € ETg, medeia 0 aumento de Rmax
frente a fenilefrina em veia porta isolada de animais orquidectomizados. Dessa
forma, outro foco de interesse do presente estudo foi descrever de forma mais
detalhada os mecanismos locais envolvidos nas modificacdes de resposta da veia
porta a fenilefrina induzidas pela orquidectomia.

Para isto, fizemos primeiramente curvas concentracdo-resposta a endotelina-
1 em preparagbes de veias portas obtidas de animais controles e submetidos a
orquidectomia. Esta investigacdo foi realizada para determinar se a capacidade de
resposta destas preparacbes de veia porta a endotelina-1 era modificada pela
orquidectomia. Caso isto fosse constatado, a endotelina-1 liberada pela acdo da
fenilefrina teria suas respostas intensificadas nos animais orquidectomizados. Os
resultados obtidos, contudo, mostraram que a orquidectomia ndo modifica a
reatividade de veia porta a endotelina-1.

Como a orquidectomia ndo modifica a capacidade de resposta da veia porta a
endotelina-1, inferiu-se que esta pode levar a um aumento na producao local deste
peptideo. Para testar esta hipotese, estudou-se a expressao local de mRNA para
endotelina-1 e para os receptores ETa € ETg de endotelina-1 em veia porta isolada
tanto de ratos controles quanto de orquidectomizados seguido ou ndo de reposicao
com testosterona. Os dados obtidos mostram que a orquidectomia promove um
aumento na expressao de endotelina-1 em veia porta isolada de rato. Isto sugere
que reducdes drasticas nos niveis plasmaticos de testosterona estimulam a
expressao local de entodelina-1. Além disso, a reposicao hormonal com testosterona
foi capaz de reverter este aumento na expressao de endotelina-1, o que confirma o

envolvimento da testosterona neste fendmeno. Neste sentido, os dados obtidos no
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presente trabalho fundamentam a hipotese aventada anteriormente de que a
orquidectomia aumenta a expressao local de endotelina-1, que por sua vez pode
estar envolvida no aumento de reatividade de veia porta a fenilefrina. Esta hipotese
€ corroborada por estudos anteriores que sugerem que a producdo local de
endotelina-1 potencializa os efeitos vasculares de agonistas de receptores
adrenérgicos a; (HENRION & LAHER, 1993; THORIN et al., 1998).

Por outro lado, a orquidectomia ndo modificou significativamente a expressao
local de receptores ETa em veia porta. Em contrapartida, a expressao de receptores
ETg foi aumentada em decorréncia da orquidectomia, sendo revertida pela reposicao
hormonal com testosterona. Neste sentido, muito embora a expressao dos
receptores ETg esteja aumentada em veia porta, isto ndo implicou em alteracdes da
reatividade destas preparacfes a endotelia-1 exdgena. Cabe ressaltar que nao foi
possivel quantificar a expressédo de receptores ETg no endotélio e na musculatura
lisa vascular, distintamente. Assim, é possivel que os receptores ETg presentes no
endotélio dos animais orquidectomizados, promovendo liberacdo de mediadores
relaxantes como o 6xido nitrico, prostaciclinas e fator hiperpolarizante (MAZZUCA &
KHALIL, 2012), contrabalangam os efeitos contrateis mediados por receptores ETg
superexpressos nas células musculares lisas.

O estudo apresentado amplia a discussdo a respeito dos efeitos da
testosterona sobre o funcionamento dos mecanismos vasculares relacionados a
endotelina-1. Na verdade, nossos resultados contrariam alguns relatos de literatura,
nos quais sugere-se que a testosterona plasmatica eleva os niveis de endotelina--1
(POLDERMAN et al., 1993) ou big-endotelina-1 (VAN KESTEREN et al., 1998) em
seres humanos. Também contrariam dados obtidos a partir de culturas de células
endoteliais humanas, nas quais foi demonstrado que a testosterona aumenta a
percentagem de células que secretam endotelina-1, bem como a expressao de
MRNA para endotelina-1 nessas células (PEARSON et al., 2008).

Por outro lado, os resultados do presente trabalho assemelham-se a relatos
da literatura que evidenciam a influéncia da orquidectomia sobre os mecanismos
relacionados a endotelina-1 em érgdos sexuais acessorios hormoénio-dependentes.
Em prostata de rato, a orquidectomia aumentou a expressao de endotelina-1 e de
receptores ETg na porgéo dorsolateral e ventral e reduziu a expresséo de receptores

ETa na porcdo dorsolateral (TAKAHASHI et al.,, 2002). Em caes, a orquidectomia
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aumentou a ligacdo de endotelina-1 na préstata, enquanto reduziu a ligacdo de
endotelina-1 no cérebro (PADLEY et al., 2002). Além disso, a orquidectomia induziu
um aumento na expressao de endotelina-1, bem como de receptores ETa e ETg, em
vesicula seminal de rato (TAKAHASHI et al.,, 2003). Em epididimo de rato, a
endotelina-1 também foi superexpressa em decorréncia da orquidectomia (HAMZEH
& ROBAIRE, 2010). Juntos, estes dados indicam que a testosterona pode aumentar
a expressdo de endotelina-1 e receptores ETg nestes 6rgdos sexuais acessorios
horménio-dependentes, fenbmeno que ocorre também em veia porta de rato.

Como ja foi mencionado, o presente estudo foi proposto com base em
evidéncias de que as repercussdes da orquidectomia sobre as respostas de leitos
VeNnosos aos agonistas simpatomiméticos sao territorio-especificas. De fato, ja
sabiamos que a orquidectomia aumenta 0 Rmax para fenilefrina em preparacdes de
veia porta sem causar modificacdes desse parametro em veia cava de ratos
(ROSSIGNOLI et al., 2010). Por conta disso, analisou-se também os efeitos da
orquidectomia, seguida ou ndo de reposi¢cdo hormonal com testosterona, em outros
leitos venosos. Com efeito, corroborando a caracteristica territério-especifica da
orquidectomia, observamos que esta ndo modificou significativamente o padréo de
resposta de veias pulmonar, renal, femoral e mesentérica frente a fenilefrina.

Estes resultados nos parecem interessantes uma vez gque a venoconstricao
ativa do territorio esplancnico, territério este descrito por Kjekshus et al. (2000) como
sendo o0 maior reservatério de sangue no organismo, pode ser de extrema
importancia em situacdes que envolvem redistribuicdo do fluxo sanglineo com
conseqguente aumento do débito cardiaco, tais como o exercicio e as modificacdes
posturais (HAINSWORTH & DRINKHILL, 2006; ROTHE, 2006). Neste sentido, é
possivel que a orquidectomia limite o fluxo sanguineo através da veia porta através
da venoconstricao deste leito venoso. Muito embora a veia mesentérica participe de
maneira significativa da mobilizacdo do conteddo sanguineo no territorio
esplancnico (HAMZA & KAUFMAN, 2011), ndo foram observadas alteragcbes de
reatividade frente a fenilefrina em veia mesentérica. Esta auséncia de altera¢gfes de
resposta de veia mesentérica a fenilefrina pode significar um mecanismo protetor no
territorio esplancnico, a fim de evitar uma elevacado muito intensa e descontrolada da
pressao neste territorio nas situacdes de redistribuicdo de fluxo sanguineo.

Com base no fato da orquidectomia promover modificacdes agonista-
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especificas na reatividade de leitos vasculares, prop0s-se também estudar as acdes
venoconstritoras destes leitos venosos a outros agonistas simpatomiméticos como
noradrenalina, clonidina e metoxamina. Contudo, a exemplo daquilo que foi
observado com a fenilefrina, a orquidectomia seguida ou ndo por reposicdo com
testosterona ndo modificou as acbes vasomotoras destes agonistas em nenhum
dos leitos venosos estudados. Isto corrobora mais uma vez a caracteristica
territorio-especifica do fendbmeno investigado.

O fato da orquidectomia ndo modificar significativamente as respostas
vasomotoras aos agonistas estudados ndo exclui por completo a hipotese de que
estas drasticas reducfes de testosterona tenham impacto na fisiologia destes leitos
vasculares. A investigacdo da participacdo de mecanismos endoteliais e/ou sub-
endoteliais estava prevista apenas em leitos onde fossem detectadas modificacfes
de reatividade induzida pela orquidectomia. Contudo, dados obtidos em outros
estudos do laboratério indicam que modificagbes de respostas em leitos venosos
podem ser ocultadas pela acdo de substancias moduladores produzidas localmente,
como NO e prostanoides. Assim, optamos por realizar os experimentos na presenca
de L-NAME ou L-NAME + INDO, respectivos blogueadores nao seletivos de 6xido
NOS e COX mesmo em preparacdes onde a orquidectomia falhou em modificar as
respostas aos agonistas investigados. Os resultados obtidos, no entanto, mostram
gque a orquidectomia ndo promove modificacbes de resposta aos agonistas
simpatomiméticos em nenhuma das preparacfes estudadas, mesmo na presenca
destes bloqueadores (Anexo 1).

Os mecanismos que determinam esta caracteristica territorio-especifica do
fendbmeno investigado ainda sdo desconhecidos e certamente motivardo futuros
estudos. A literatura menciona que reatividade venosa pode ser modulada por
mediadores produzidos no tecido adiposo perivascular. Neste sentido, observou-se
gue o tecido adiposo perivascular atenua a contracdo induzida por agonistas na veia
cava inferior através da liberacdo de angiotensina-(1-7), que promove a liberagédo
local de 6xido nitrico (NO acertar abreviacfes) e ativa canais de potéassio regulados
por voltagem (LU et al., 2011). Vale ressaltar que, dentre todos os leitos venosos
estudados até o presente momento, a veia porta € 0 que possui a menor quantidade
de tecido adiposo perivascular. Dessa forma, é possivel que a ndo observagéo de

modificagOes de reatividade induzidas pela orquidectomia em veias pulmonar, renal,
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femoral e mesentérica seja decorrente da atuacao do tecido adiposo perivascular no
sentido de ocultar as modificacdes de respostas vasomotoras frente aos agonistas
simpatomiméticos estudados. Se isto for verdade, estes tecidos adiposos
perivascular atuariam através da liberacdo de mediadores néo relacionados a NOS
ou a COX.

A fim de ampliar o presente estudo, visando uma idéia mais abrangente da
territorio-especificidade do fendmeno estudado, este foi complementado pela
investigacdo dos efeitos da orquidectomia sobre a reatividade de artérias pulmonar,
femoral, mesentérica, aorta toracica e aorta abdominal a agonistas
simpatomiméticos. A escolha destes leitos arteriais teve um propdsito especifico
uma vez que apresentam papéis fisiolégicos correspondentes aqueles
desempenhados pelos leitos venosos até entdo estudados. Com efeito, estes leitos
arteriais atuam em conjunto com as veias estudadas para propiciar uma adequada
irrigacdo sanguinea nos diferentes territorios/0rgdos. E pertinente esclarecer
contudo que, para esta investigacdo da reatividade destes leitos arteriais, por ser
uma etapa nao prevista no projeto inicial, foram utilizados apenas desafios com
noradrenalina e fenilefrina.

Os dados obtidos nestes experimentos mostram que a orquidectomia
aumentou a reatividade de artéria femoral a fenilefrina, mas ndo a noradrenalina,
aumento este que nao foi revertido apds a reposicao hormonal com testosterona.
Como foi mencionado anteriormente, é aceito na literatura que, caso as alteracdes
fisiopatoldgicas induzidas pela orquidectomia sejam revertidas pela reposicdo de
testosterona, estas provavelmente sdo testosterona-dependentes. Com base nisto,
é plausivel afirmar que as modificacdes de resposta da artéria femoral a fenilefrina,
observadas no presente estudo em decorréncia da orquidectomia, provavelmente
nao estdo relacionadas a diminuicdo dos niveis plasmaticos de testosterona. Os
mecanismos envolvidos nesta modificacdo de resposta vascular aparentemente nao
dependente de testosterona, entretanto, ainda nao estéo suficientemente claros.

Por outro lado, foi o tratamento com testosterona, e ndo a sua privagao
através da orquidectomia, o responsavel por aumentar a reatividade de aorta
abdominal a fenilefrina e a noradrenalina. Isso sugere fortemente que o0s niveis
suprafisiolégicos de testosterona, alcancados com a reposi¢cdo hormonal, tenham

ocasionado este aumento de resposta de aorta abdominal frente a fenilefrina e
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noradrenalina. Esta hipétese € corroborada por relatos da literatura que mostram
aumento da resposta vasoconstritora de artérias de resisténcia de homens com
hipogonadismo a noradrenalina apds reposicdo hormonal com testosterona
(MALKIN et al., 2006).

Em artérias pulmonar, mesentérica e aorta toracica observamos que a
orquidectomia, seguida ou ndo de reposicdo hormonal com testosterona, n&o
promoveu alteracdes significativas de reatividade frente a fenilefrina e a
noradrenalina. Isto também esta de acordo com relatos na literatura, uma vez que a
orquidectomia também nao modificou significativamente as respostas vasomotoras
de aortas isoladas de rato a noradrenalina (MATSUDA et al., 1994; WANG et al.,
2002).

Por fim, esta investigacdo complementar realizada em artérias trouxe
contribuicdes importantes ao presente estudo pois reforca a territorio-especificidade
do fendbmeno estudado. Desta forma, a compreensdo do impacto da orquidectomia,
seguida ou nao de reposicdo hormonal com testosterona, sobre o sistema
cardiovascular foi ampliada. Além disso, os dados obtidos reforcam a complexidade
deste assunto, o que é corroborado pelos conflitos de informagBes acerca do
impacto das variacdes hormonais sobre a reatividade de artérias aos agonistas

simpatomiméticos que existem na literatura.
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Conclusoes



As modificacdes de resposta aos agonistas simpatomiméticos induzidas pela
orquidectomia em veia porta sdo agonista-especificas e parece ndo haver o
envolvimento de receptores a, e (3-adrenérgicos, bem como dos mecanismos

de captacdo neuronal de catecolaminas;

A orquidectomia promove um aumento da expressao de endotelina-1 em veia
porta que é revertido pela reposicdo hormonal com testosterona. Este
fendbmeno pode estar relacionado ao jA observado aumento das respostas

deste leito venoso a fenilefrina;

A orguidectomia néo altera o padrao de reatividade de veias pulmonar, renal,
femoral e mesentérica isoladas de rato, frente a fenilefrina, noradrenalina,
clonidina e a metoxamina, o0 que indica a territério-especificidade do

fendbmeno observado;

A orquidectomia induz um aumento de resposta maxima da artéria femoral a
fenilefrina provavelmente por meio de mecanismos nao dependentes de

testosterona;

E possivel que os niveis séricos suprafisioldgicos de testosterona resultantes
do protocolo de reposicdo hormonal utilizado tenha promovido aumento da

respostas da aorta abdominal tanto a fenilefrina quanto a noradrenalina.
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Anexo



Anexo 1 - Estudos complementares acerca da participacao de mecanismos
relacionados ao NO e aos prostandides nas respostas vasomotoras de

veias pulmonar, renal e femoral frente aos agonistas simpatomiméticos

estudados
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Figura 1- Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina obtidas de preparacbes de veia
pulmonar isoladas de animais controles (CONT; @), orquidectomizados (ORQ; [O) e
orquidectomizados submetidos a reposicao com testosterona (ORQ+T; M), previamente incubadas
com L-NAME 10™*M (A) e L-NAME 10™“M + INDO 10°M (B). (n = 8-10).
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Figura 2- Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina (A, B) e noradrenalina (C, D) obtidas de

preparacdes de veia renal isoladas de animais controles (CONT; @), orquidectomizados (ORQ; O) e

orquidectomizados submetidos a reposicao com testosterona (ORQ+T; M), previamente incubadas
com L-NAME 10™M (A, C) e L-NAME 10™*M + INDO 10°M (B, D) (n = 8-10).
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Figura 3- Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina obtidas de preparacdes de veia femoral
isoladas de animais controles (CONT; @), orquidectomizados (ORQ; O) e orquidectomizados
submetidos a reposi¢cdo com testosterona (ORQ+T; M), previamente incubadas com L-NAME 10”*M

(A) e L-NAME 10™M + INDO 10°M (B). Valores apresentados em média + E.P.M. (n = 8-10).
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