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1 RESUMO

Este trabalho teve por objetivo verificar se o hipogonadismo por
castracdo cirdrgica provoca alteragcbes no organismo de ratos e repercute em
funcdes sistémicas.

Foram utilizados 178 ratos machos Wistar, sendo 54 jovens (J) e 124
adultos - maduros - (M), distribuidos nos seguintes grupos:

Grupo 1 — controle, animais submetidos apenas a incisédo e sutura escrotal.
Grupo 2 — animais submetidos a orquiepididimectomia total bilateral.

ApOs essas operacOes, foram realizados estudos que analisaram
separadamente possiveis repercussdes do hipogonadismo. No estudo A, foram
medidos 0s niveis séricos de testosterona livre, 0 peso corporeo e a espessura
cortical da glandula adrenal de 30 ratos adultos. Os dados foram obtidos no
trigésimo dia pos-operatorio em dez ratos (Grupo 2i — imediato), e no oitavo més
pos-operatorio de 20 ratos, sendo metade do Grupo 1 e metade do Grupo 2t
(tardio).

No estudo B, os valores séricos de glicose, triglicérides, colesterol total
e das fracbes HDL, LDL e VLDL foram medidos cinco meses ap0s as operacdes
em 40 ratos, distribuidos nos Grupos 1J (jovem, n = 10) e 1M (adulto, n = 10) —
controle — e 2J (jovem, n = 10) e 2M (adulto, n = 10) — orquiectomizados.

No estudo C, avaliou-se a capacidade fisica, considerando o tempo de
corrida maximo em esteira, no Grupo 1 (controle, n = 5) e no Grupo 2

(orquiectomizado, n = 11) cinco meses apoés as operacoes.



No estudo D, mediu-se a pressdo da artéria caudal, por meio de
pletismografia, de 12 animais adultos do Grupo 1 (controle) e 12 do Grupo 2
(orquiectomizado) no terceiro més pos-operatorio.

No estudo E, avaliou-se a funcdo de orgaos do sistema mononuclear
fagocitario no sétimo més pdés-operatério em 24 animais distribuidos nos grupos
1J (jovem, n = 6), 1M (adulto, n = 6) — controle — e 2J (jovem, n = 6) e 2M (adulto,
n = 6) — orquiectomizado. Injetou-se enxofre coloidal marcado com **Tc™ e, apés
uma hora, foram colhidas amostras de figado, baco, pulmé&o e coagulo sangiineo.
Em seguida, foi determinada a radioatividade de cada amostra.

No estudo F, mediu-se a resisténcia cicatricial cutdnea no sexto més
poOs-operatorio em 44 ratos distribuidos nos grupos 1J (jovem, n = 11), 1M (adulto,
n =11) — controle — e 2J (jovem, n = 11) e 2M (adulto, n = 11) — orquiectomizados.
Eles foram submetidos a incisdo mediana no dorso e sutura das bordas da ferida.
No 7° dia e no 21° dia ap0s a realizagdo dessa operacao, retirou-se um fragmento
de pele transversal a cicatriz contendo a cicatriz e a pele lateral a ela. Esse
fragmento foi pincado em suas extremidades e submetido a for¢ca de tragao
crescente. A resisténcia da cicatriz de cada fragmento foi medida de acordo com
o valor da tracdo que provocou a sua ruptura.

Os resultados obtidos mostraram que a orquiepididimectomia total
bilateral reduz os niveis séricos de testosterona nos ratos independentemente da
idade do animal e, aparentemente, ndo altera a morfologia da glandula adrenal,
tanto macro quanto microscopica. O hipogonadismo secundario a
orquiepididimectomia total bilateral ndo modificou os valores séricos de glicose,
do colesterol total e das fracdes LDL e HDL. Entretanto, a orquiectomia reduziu os

niveis sanguineos de triglicérides e de colesterol VLDL quando realizada em ratos



jovens. A deficiéncia de testosterona relacionou-se com menor ganho ponderal,
aumento da pressao arterial, reducdo da resisténcia cicatricial cutanea em sua
fase inicial. Nao foi encontrada diferenca na capacidade fisica do rato e na fungéo
fagocitaria do sistema mononuclear fagocitario apos orquiectomia.

Portanto, a auséncia de testosterona testicular, apds orquiectomia
bilateral, altera diversas funcdes organicas e acompanha-se de disturbios

sistémicos.



2 ABSTRACT

This investigation belongs to a line of research, and its purpose was to
evaluate the effects of hypogonadism secondary to orchiectomy on the organism
of rats.

178 male Wistar rats were used. Of these, 54 were young (Y) and 124
were mature (M). These animals were divided into the following groups:

Group 1 — control, animals submitted only to incision and suture of the scrotum.
Group 2 — animals that underwent total bilateral orchiectomy.

After the surgeries, studies were conducted to analyze different
repercussions of the hypogonadism. In study A, the serum levels of free
testosterone, body weight and cortical size of the adrenal gland of 30 adult rats
were measured. The data was obtained on the 30" postoperative day from 10 rats
(Group 2i — immediate) and in the 8™ postoperative month. The 20 rats, of this
study, were divided into Group 1 (n = 10) and Group 2| — late (n = 10).

In study B, the serum levels of glucose, triglycerides, total cholesterol
and the HDL, LDL and VLDL fractions were measured five months after the
surgeries in 40 rats. These animals were divided into Group 1Y (young, n = 10)
and Group 1M (mature, n = 10) — control — and Group 2Y (young, n = 10) and
Group 2M (mature, n = 10) — submitted to bilateral orchiectomy.

In study C, the physical capacity was evaluated based on the maximum
running time on a treadmill during the 5™ postoperative month in Group 1 (control,

n =5) and Group 2 (submitted to orchiectomy, n = 11).



In study D, the pressure of caudal arteria assessed on 12 adult animals
from Group 1 (control) and 12 adult animals from Group 2 (submitted to
orchiectomy) was measured by a pletysmograph in the 3™ postoperative month.

In study E, the function of the organs of the mononuclear phagocyte
system was evaluated in the 7™ postoperative month. 24 animals were divided into
Groups 1Y (young, n = 6), 1M (mature, n = 6) — control — and 2Y (young, n = 6)
and 2M (mature, n = 6) — submitted to orchiectomy. Sulfur colloid complexed with
9Tc™ was injected and after one hour, samples were collected from the liver,
spleen, lung and blood clots. The radioactivity of each sample was assessed.

In study F, the resistance of scar tissue was measured in the 6™
postoperative month. 44 rats were divided into Groups 1Y (young, n = 11), 1M
(mature, n = 11) — control — and 2Y (young, n = 11) and 2M (mature, n = 11) —
submitted to orchiectomy. They underwent a median incision on the dorsum
followed by suture of the surgical wound. On the 7" and 21%' postoperative days
after the surgical procedure, a fragment of skin, including a portion of the scar and
the healthy skin of both sides, was removed. The extremities of this fragment were
grasped and the sample was then submitted to increasing traction. The resistance
of the scar of each fragment was measured according to the traction value that
provoked its rupture.

The results revealed that total bilateral orchiectomy reduces the serum
level of testosterone in rats regardless of the age and, apparently, does not alter
the micro or macroscopic morphology of the adrenal gland. Hypogonadism
secondary to total bilateral orchiectomy does not alter the serum levels of glucose,
total cholesterol, HDL and LDL fractions. However, bilateral orchiectomy reduces

the serum levels of triglycerides and VLDL cholesterol in young male rats.



Testosterone deficiency is related to lower weight gain, increasing in blood
pressure, reduction of initial phase of scar resistance. Orchiectomy did not affect
the physical capacity of the rat and phagocyte function of the mononuclear
phagocyte system.

Therefore, the absence of testicular testosterone due to bilateral
orchiectomy is followed by organical alterations and causes systemic functional

disturbances.



3 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional brasileiro cria desafios a serem
enfrentados, especialmente relacionados aos idosos. Diminuicdo da capacidade
de trabalho, aumento da dependéncia fisica, acréscimo do risco de disturbios
cardiovasculares, alteracdes do peso podem ser provocados pelo hipogonadismo.
Os custos sociais e individuais da deficiéncia androgénica podem ser melhor
solucionados com a compreensao de seus efeitos no organismo. Mesmo apos a
producdo da testosterona sintética na década de 1930, por Adolf Friedrich Johann
Butenandt, e a indicacdo da orquiectomia terapéutica para neoplasia maligna da
prostata, por Charles Brenton Huggins em 1941, ainda existem lacunas no
conhecimento desse assunto.”*

A castracdo reduz os niveis séricos de testosterona, mas € importante
esclarecer de que maneira as glandulas adrenais, produtoras secundarias desse
horménio, reagem ao hipoandrogenismo e qual é a influéncia do eixo hipotalamo-
hipofisario na producdo de testosterona. Para isso, deve-se avaliar a camada
cortical dessa glandula em relacdo aos niveis séricos de testosterona apos
castracdo.>°

A testosterona também desempenha importante papel anabodlico no
organismo. Sua deficiéncia poderia modificar o peso corpéreo, a massa muscular
e até mesmo a regeneracgéo celular. E pertinente conhecer a capacidade fisica
aerdbica, bem como a resisténcia cicatricial cutdnea em hipogonadismo.® ’

A associacao entre a testosterona e as medidas de pressao arterial, de

glicemia e de lipidios plasmaticos ainda nao foi totalmente estabelecida. As



consequéncias da hipertensdo arterial, do diabetes melito e da dislipidemia
. e . . ~ __ 8-16
justificam sua investigagéo.

O organismo do idoso esta sujeito a maior incidéncia de infeccoes,
condicdo essa que é multifatorial. Como parte de uma linha de pesquisa, estudou-
se a deficiéncia de testosterona e sua repercussao na funcao fagocitaria do
sistema mononuclear fagocitario. O presente trabalho reuniu estudos de

repercussdes organicas da orquiectomia bilateral, em modelo experimental.!’ ~3*



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na década de 1930, Huggins estudou os efeitos dos horménios
androgénicos no sistema urogenital masculino. Esse pesquisador foi o primeiro a
reconhecer que o bloqueio androgénico induz a regressao de células neoplasicas
da prostata. Ja em 1941, ele obteve a remissao do cancer prostatico avancado

em pacientes que foram castrados.® *
4.1 Deficiéncia Androgénica

Os testiculos produzem continuamente testosterona da puberdade até
o fim da vida. Essa producao diminui a partir dos 40 anos de idade e pode atingir
niveis abaixo da normalidade e causar a condicdo clinica da deficiéncia
androgénica do envelhecimento masculino (DAEM). Esse quadro manifesta-se
por alteracbes do humor, reducdo da atividade intelectual, diminuicdo da libido e
da qualidade das erecdes, depressao, aléem de diminuicdo da massa e da forca
muscular. A literatura ainda é controversa quanto a reposi¢cdo androgénica em
todos os homens com reducéo de testosterona.> 3 3¢

A orquiectomia bilateral reduz abruptamente os niveis de testosterona
circulante, sendo por isso uma opc¢ado no tratamento do adenocarcinoma
avancado de prostata. Outras indicacdes de orquiectomia sdo trauma testicular
grave, neoplasia testicular e epididimal, torcdo testicular prolongada e orquite

séptica grave e refrataria a tratamento conservador.®’ ~#*
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4.2 Testosterona e Espessura Supra-Renal

Aproximadamente 98 % da testosterona circulante esta ligada a
proteinas plasmaticas, sendo que 60 % esta unida a uma glicoproteina hepatica,
chamada globulina ligadora de hormonios sexuais ou SHBG (sex hormone
binding globulin) e 38 % esta ligada a albumina, para tornar-se disponivel quando
necessaria. A atividade biologica € realizada pelos 2% de testosterona-livre. A
enzima 5-alfa redutase, presente nos testiculos, metaboliza a testosterona para
diidrotestosterona, que é o andrégeno ativo nos tecidos.* A testosterona também
pode ser aromatizada e transformar-se em estradiol,que é outro metabélito ativo.®

Em homens, as células de Leydig testiculares secretam mais de 95 %
do total da testosterona circulante, sendo o restante produzido pelas zonas
fasciculada e reticulada das glandulas supra-renais.*®® Casquero sugeriu que em
camundongos apos a castracdo ndo havia quantidade suficiente de andrégenos
na circulagéo para desempenhar as funcées desse hormonio.*®

O hormonio hipotalamico de liberagdo de gonadotropinas (GnRH) atua
em receptor especifico na membrana das células gonadotréficas da hipofise e
estimula a liberacdo de horménio luteinizante - LH - e hormbnio foliculo
estimulante — FSH — que regulam o crescimento testicular, a espermatogénese e
a esteroidogénese. O papel principal do LH é estimular as células de Leydig a
produzirem testosterona. A secrecdo de hormonio luteinizante é controlada pela
retroalimentacdo negativa dos esterdides gonadais no hipotalamo e na hipdfise.

Tanto a testosterona quanto o estradiol provocam essa inibicdo.*
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4.3 Lipidograma

O colesterol, dentro das células de Leydig, € o precursor dos
hormdénios sexuais e o principal substrato para a sintese de testosterona. Durante
a adolescéncia, diminuem os niveis das fracdes de colesterol HDL (high density
lipoprotein) e LDL (low density lipoprotein). Os niveis de HDL estdo inversamente
relacionados com a testosterona em meninos puberes. Essas mudancgas durante
a maturacao sexual indicam que os hormdnios sexuais participam do metabolismo
das lipoproteinas.*® %3

Alguns autores relataram aumento da fracdo LDL em situacbes de
deficiéncia de testosterona em diferentes espécies, inclusive em seres humanos
hipogonadicos.*® " Diminuicdo do HDL foi observada em estudos realizados em
homens hipogonadicos e em camundongos castrados.® %8 4°

Por outro lado, aumento ou auséncia de variagcdo nos niveis de HDL
também ocorreu em homens com deficiéncia de testosterona, em macacos e em

camundongos castrados.® 4%°0~>2

4.4 Cicatrizagao e Glicemia

A cicatrizacao de feridas pode ser prejudicada por diversas condi¢des,
como hiperglicemia, hipoproteinemia, infeccdo e alteragbes na sintese do
coldgeno. Horménios androgénicos causam balango nitrogenado positivo e
aumentam a sintese de proteinas. Devido ao efeito anabdlico desses horménios,
sua utilizacao foi proposta para acelerar a cicatrizacao de feridas. Varios estudos
mostraram que as feridas sdo sensiveis a estimulos andrégenos e que sua
deficiéncia resulta em cicatrizacdo anémala.”® "> A atividade pr6-mitética desses

mediadores, em concentracdes fisioldgicas, parece estimular a produgcdo de
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tecido de granulacdo em feridas. Em contrapartida, doses elevadas de

testosterona tém efeito inibitério no tecido de granulag&o.*®
4.5 Peso e Presséao Arterial

A diminuicdo acentuada dos niveis séricos de testosterona implica em
varias alteracbes na composic¢ao corporal, como diminuicdo da massa muscular e
aumento da massa gordurosa. O hipogonadismo € considerado também um fator
de risco para algumas doencas, como osteoporose, osteopenia,
hipertrigliceridemia, obesidade e hipertensao arterial.>’ ~>°

Estudos em animais mostraram que a testosterona possui uma acao
vasodilatadora coronariana, na aorta toracica, na vasculatura pulmonar e em

67 A testosterona ndo induz somente

veias mesentéricas isoladas.®
vasodilatacao pela liberacdo de oxido nitroso, mas claramente atua na melhora da

sensibilidade da musculatura vascular lisa & acdo dessa molécula.®*
4.6 Capacidade Fisica

Os musculos esqueléticos de mamiferos sdo compostos por diferentes
fiboras que podem alterar seu fendtipo, em decorréncia de fatores como
desnervacdo, reinervacao, exercicio fisico, envelhecimento e horménios.” Alguns
trabalhos verificaram que a testosterona aumenta a massa e a forgca dos
muasculos.®® ™' J4 Isayama ndo encontrou grandes diferencas nas distribuicdes
dos tipos de fibras em muasculos esqueléticos de ratos, sendo que apenas a area

de seccao transversal de alguns tipos de fibras sofre mudancas.’
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4.7 Sistema Mononuclear Fagocitario

A maturacdo do organismo masculino depende da presenca de
testosterona ainda na infancia, para desenvolver as caracteristicas masculinas.
Dessa forma, alguns autores sugerem que a testosterona pode influenciar no
amadurecimento do sistema de defesa do organismo ou até mesmo participar de
sua funcdo fagocitaria.”* ® Azevedo, em 1997, encontrou reducdo da capacidade
proliferativa de linfocitos apos orquiectomia em rato. Esse quadro revertia apos o
tratamento com testosterona.’> Braude et al perceberam resposta imunolégica

diferente entre os sexos, possivelmente relacionada & testosterona.’
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5 OBJETIVOS

Verificar se a castracdo em ratos modifica os niveis de testosterona e
0s aspectos morfolégicos da glandula adrenal.

Em animais com hipogonadismo secundario a orquiepididimectomia
total bilateral, estudar modificacdes no lipidograma e na glicemia.

Investigar se a deficiéncia de testosterona provoca alteracoes:

- no peso corporeo,

- na capacidade fisica aerdébica,

- napressao arterial,

- nafuncao fagocitaria de 6rgaos do sistema mononuclear fagocitario,

- na resisténcia cicatricial cutanea.
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6 METODO

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendacdes das
Normas Internacionais de Protecdo aos Animais e aprovado pela Comissao de
Etica do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e pelo Comité de Etica em Experimentacg&o

Animal (CETEA).”> "
6.1 Animais Utilizados e Cuidados Gerais

Foram utilizados 178 ratos (Rattus norvegicus albinus) machos da
linhagem Wistar, sendo 54 jovens, com trinta dias de vida, e 124 adultos, com
idade superior a trés meses. Eles eram provenientes do Biotério Central do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG e foram transferidos para o Biotério
Central da Faculdade de Medicina da UFMG.

Os animais foram alocados em gaiolas apropriadas com até quatro
ratos por gaiola e mantidos em condicbes de temperatura ambiente com
luminosidade natural, obedecendo ao ciclo circadiano murino descrito na
literatura, com 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo.’> * Eles foram
acompanhados diariamente e receberam agua e racdo a vontade, sem adi¢ao de
suplemento protéico, calérico ou lipidico de qualquer natureza durante todo o
periodo da pesquisa.

Para a avaliacdo ponderal dos animais, foi utilizada uma balanca
eletrénica de precisdo (Marte®, modelo AS500), cuja carga maxima era de 500 g

e sensibilidade de 0,01 g.
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6.2 Distribuicdo dos Animais

De acordo com a idade, os ratos foram designados com a letra J para
animais jovens (30 dias de vida) e letra M para ratos maduros — adultos — (com
mais de trés meses de vida). Eles foram aleatoriamente distribuidos em grupos de
acordo com o procedimento operatorio realizado:

Grupo 1: controle, submetidos a operacédo simulada sem orquiectomia.

Grupo 2: submetidos a orquiepididimectomia total bilateral.
6.3 Técnica Anestésica e Cirargica

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados nas dependéncias
do Laboratorio de Pesquisa do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina da UFMG, obedecendo as normas técnicas de assepsia e anti-sepsia.

Todos os ratos foram anestesiados com associacdo de cloridrato de
gquetamina (Ketalar®, Pfizer, Sdo Paulo), na dose de 50 mg/kg de peso corporal, e
cloridrato de xilazina (Rompum®, Bayer, Sdo Paulo), na dose de 5 mg/kg de peso
corporal, por via intramuscular na regido glitea direita.’® Durante todo o periodo
de anestesia, foram observadas as frequéncias cardiaca e respiratéria, além da
movimentagdo voluntéria dos ratos, com vista a detectar o nivel da anestesia e
possiveis complicacdes anestésicas.

Os ratos foram imobilizados com esparadrapo sobre prancha cirdrgica
em posicao de decubito dorsal. As operacdes foram realizadas através de incisdo
mediana anterior do escroto, abertura da tunica vaginal e exteriorizacdo dos
testiculos. Em seguida, o procedimento dependeu do grupo ao qual o animal
pertenceria. No Grupo 1, a pele do escroto era suturada com fio de categute

cromado 3-0 (Catgut chromic Polysuture®). No Grupo 2, os funiculos
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espermaticos foram ligados com fio de seda 3-0 (Ethicon — Johnson & Johnson) e
seccionados. Os testiculos e os epididimos foram removidos e o escroto foi

suturado com fio de categute cromado 3-0 (Catgut chromic Polysuture®).

6.4 Estudos Realizados nos Animais Controle e Orqui  ectomizados

Apos as operacbes os animais foram distribuidos em seis estudos

diferentes, com vista a responder as questdes do objetivo deste trabalho.

6.4.1 Estudo A: Peso dos animais, morfologia da glandula adrenal

Trinta ratos adultos foram distribuidos em trés grupos:

Grupo 1 (n = 10) — controle.

Grupo 2i (n = 10) — orquiectomia, ratos mortos no trigésimo dia pés-
operatorio, que foi considerado como imediato (i).

Grupo 2t (n = 10) — orquiectomia, ratos mortos apds oito meses da
operacao, no periodo considerado pos-operatorio tardio (t).

Os animais dos Grupos 1 e 2t foram mortos oito meses apds as
operacodes, para medir o nivel sérico de testosterona livre e avaliar as morfologias
macro e microscopicas das glandulas adrenais. O peso de todos os ratos também
foi medido.

Decorrido o periodo de acompanhamento de 30 dias ou oito meses, 0s
ratos foram anestesiados, de acordo com o descrito no item 6.3 e pesados. No
periodo da manha, realizou-se laparotomia mediana, por planos e foram colhidos
5 ml de sangue da veia cava caudal para dosar os niveis de testosterona livre. Em

seguida, as glandulas adrenais foram retiradas com muito cuidado para evitar
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traumatiza-las. Os animais foram mortos com aprofundamento da anestesia (item
6.3).

A testosterona foi processada por ensaio competitivo. Esse horménio,
atuando como antigeno, reage de forma competitiva com antigenos semelhantes
dos kits reagentes marcados com substancia fluorescente. Houve, portanto, uma
competicdo entre esse antigeno pela ligacdo com os anticorpos policlonais de
coelhos, da classe IgG, difusos na fase sélida. Essa ligacdo foi diretamente
proporcional a concentracdo inicial de cada antigeno. Na etapa seguinte, o
excesso de sobrenadante foi removido, permanecendo apenas 0s anticorpos
ligados a fase sélida. Posteriormente, um segundo anticorpo de coelho da classe
IgG, contra o anticorpo da fase solida, foi acrescentado a reacao e, ao ligar-se,
liberou o antigeno marcado. No processo final, mediu-se a fluorescéncia desses
antigenos residuais marcados e liberados. A intensidade de fluorescéncia obtida
foi inversamente proporcional & concentracdo dos horménios em analise.

As glandulas retiradas foram cuidadosamente manipuladas e fixadas
em solugéo de formaldeido a 4%. Numa segunda etapa, elas foram desidratadas
com imersdo em solugBes de etanol em agua (concentracdo crescente de 70%
até 100%) seguida por banho em xilol. Depois, foram incluidas em blocos de
parafina histolégica (Histosecl), previamente derretida em uma estufa a
temperatura aproximada de 60°C. O tecido incluido nesses blocos foi seccionado
longitudinalmente ao longo do seu maior eixo, em cortes com 4 um de espessura,
utilizando microtomo rotativo (LEICA®, modelo RM2125, Germany). Os cortes
foram fixados sobre laminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina (HE),
para avaliar as caracteristicas gerais da glandula e estabelecer o limite entre as

camadas cortical e medular. A espessura da camada cortical foi medida com o
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auxilio de uma lente com régua de 1 centimetro graduada em décimos de
milimetros, acoplada na ocular esquerda de microscépio Optico (Nikon®) sob
aumento de 40 vezes.

Sob visdo a olho nu, a régua mede 10 mm. Ao ser acoplada sob a
ocular, a imagem obtida da prépria régua sofre um aumento de 10 vezes e passa
a medir 100 mm transformando sua graduacdo de décimo de milimetros para
milimetros. O tecido, por sua vez, esta sob aumento de 40 vezes (10 X da ocular
e 4 X da objetiva). Desse modo, a medida em milimetros encontrada sob
microscopia deve ser dividida por 40 para se obter a medida real em milimetros.
Por exemplo, uma medida de 28 mm ao microscépio corresponde a 0,70 mm.
Esse aumento permite distingdo satisfatoria entre as camadas medular e cortical
da glandula, bem como magnificacdo adequada da régua.

Durante o exame microscopico, a adrenal foi dividida em quatro
guadrantes e em cada um deles foi considerada a maior medida da camada
cortical. Essas quatro medidas de cada glandula foram registradas para a analise

estatistica.

6.4.1.1 Estatistica

As medidas coletadas foram submetidas ao teste Kolmogorov-Smirnov
(KS), para determinar a distribuicdo gaussiana dos dados, e ao teste de Bartlett
para encontrar as variancias. Em seguida, foi realizada analise de variancia
(ANOVA). Nos resultados em que a diferenca foi significativa, utilizou-se o pos-
teste de comparacdo multipla de Tukey, para definir quais grupos foram

diferentes. O nivel de significancia correspondeu a p < 0,05.
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6.4.2 Estudo B: Avaliacdo da glicemia e do lipidograma

40 ratos, jovens (J) e maduros (M), foram distribuidos nos seguintes
grupos:

Grupo 1 J (n = 10) — controle, ratos jovens.

Grupo 1 M (n = 10) — controle, ratos adultos.

Grupo 2 J (n =10) — orquiectomia, ratos jovens.

Grupo 2 M (n = 10) — orquiectomia, ratos adultos.

Foi colhido sangue de todos os animais, para dosagem da glicemia, do
colesterol total e de suas fracdes, bem como dos triglicérides, cinco meses apos
as operacoes.

Todos os ratos jovens estavam com 30 dias de vida (peso entre 55 e
80 gramas) na época da orquiectomia. Ja os adultos tinham 3 a 4 meses de idade
e peso entre 250 e 350 gramas.

A coleta sangiiinea ocorreu com o animal anestesiado, de acordo com
o0 descrito no item 6.3 e em decubito dorsal. Foi dissecada a veia femoral direita e
realizada puncdo em sistema a vacuo (Vacuntainer®, Becton Dickinson, Brasil),
para retirada de 1 ml de sangue, em tubo estéril, com gel de separacéo e frasco
revestido com papel aluminio, para protecao da luz.

As amostras foram imediatamente encaminhadas ao Setor de
Bioquimica do Laboratério Central do Hospital das Clinicas da UFMG. Os valores
do colesterol total (CT) e da fragdo HDL, foram medidos assim como os dos
triglicérides (TG), pelo método colorimétrico de quimica seca, no analisador
bioquimico automatico Vitros® 950 (Ortho-Clinical Diagnostics — Johnson &

Johnson, EUA). Os valores de colesterol VLDL e LDL foram calculados seguindo
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a formula de Friedewald: LDL = CT — HDL — TG/5 e VLDL = TG/5. A glicemia foi

medida pelo método colorimétrico (glicose-oxidase), com o0 mesmo aparelho.

6.4.2.1 Estatistica

Os dados referentes a glicemia, ao colesterol total e suas fracdes e aos
triglicérides, foram analisados estatisticamente em cada grupo pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov (KS), para determinar a distribuicdo gaussiana dos dados e,
em seguida, pelo teste de Bartlett, para encontrar as variancias. Os dados que
apresentaram a distribuicdo gaussiana e mesma variancia eram submetidos a
andlise da variancia (ANOVA) seguida de mudltipla comparacdo por teste de

Tukey.

6.4.3 Estudo C: Exercicio fisico e peso corporal

Foram utilizados 16 ratos adultos (Rattus norvegicus albinus) da
linhagem Wistar. Eles foram distribuidos em dois grupos:

Grupo 1 (n = 5) — controle.

Grupo 2 (n = 11) — orquiectomia.

Os animais foram pesados no pré-operatorio imediato e,
semanalmente, nos dois meses seguintes a orquiectomia.

Decorridos cinco meses da operacao, todos os animais foram treinados
para correr sobre uma esteira rolante (Modular Treadmill, Columbus Instruments,
USA) a uma velocidade constante de 14 metros por minuto, sem inclinagéo da
esteira, durante quatro dias consecutivos, por cinco minutos em cada dia (Figura
1).

Antes de iniciar o exercicio definitivo, os animais foram pesados

novamente. Para testar a capacidade fisica, os ratos correram sobre a esteira
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rolante, a uma velocidade constante de 20 m/min, sem inclinacédo da esteira, até a
fadiga. Mediu-se o tempo total da corrida, em minutos. O teste era interrompido
quando o animal ndo conseguia manter-se correndo a velocidade estipulada e
passava a cair repetidamente ou permanecia mais de 10 segundos fora da
esteira. O numero de quedas do animal e 0 tempo que ele permanecia sem

querer correr foram determinados por observacéo direta.”

6.4.3.1 Estatistica
Os resultados foram comparados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney, para comparar as amostras independentes em relacdo a variavel de

interesse. Considerou-se significativa a diferenca correspondente a p < 0,05.

FIGURA 1 - Rato durante a corrida sobre uma esteira (Rato 1 do Grupo-controle).
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6.4.4 Estudo D: Pressao arterial

Foram utilizados 24 ratos adultos, distribuidos nos grupos:

Grupo 1 (n = 12) — controle.

Grupo 2 (n = 12) — orquiectomia.

Foram medidas as pressfes dos animais antes das opera¢cdes e no
terceiro més pés-operatdrio, em ambos 0S grupos.

A pletismografia mostra altera¢des de volume decorrentes do obstaculo
venoso. Esse exame consiste na aplicagdo de um manguito proximal na cauda do
rato e outro distal, que funciona como um sensor (Figura 2). O primeiro manguito
é insuflado, para ocluir o retorno venoso, correspondendo a coluna de mercurio
(escala em milimetros). O manguito proximal € esvaziado e o sensor distal
registra as oscilagées de volume, que se refletem na coluna de 4gua. A oscilacédo
do sensor de agua tem inicio quando a pressao do manguito de mercurio diminui
até o valor igual a pressao arterial sistdlica, pela deformacéo da parede arterial, ja
gue nao ocorre retorno venoso. A medida que se reduz a pressdo do manguito de
mercurio, as oscilacdes do sensor aumentam de amplitude até a pressao arterial
meédia, na qual a oscilacdo da coluna de agua € maxima. O método requer o pré-
aguecimento do animal, para aumentar o fluxo sangiineo da cauda e tornar as
oscilagdes nitidas.

As medidas de pressédo foram iniciadas com insuflacdo manual do
manguito de mercurio até 200 milimetros de altura. Procedeu-se a abertura
minima da valvula do manémetro, para uma lenta reducéo da coluna de mercurio,
até atingir a presséo arterial média da cauda. O procedimento durou em torno de

15 segundos.
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Esse exame ocorreu em ambiente tranquilo e apds adaptacdo do
animal ao método. Treinamento foi necessario para reduzir a variabilidade das
medidas da presséo arterial e consistiu de duas sessdes diarias durante trés dias,
com técnica idéntica & do procedimento definitivo.?° Cada sesséo obedeceu a
mesma rotina de aquecer o rato durante 10 minutos em uma caixa de madeira a
temperatura aproximada de 33°C a 34°C. Em seguida, o animal era
delicadamente conduzido a um recipiente tubular com as seguintes
caracteristicas: 30 cm comprimento, 10 cm ou 15 cm de diametro, conforme
tamanho do rato, e extremidade anterior movel, para contencdo do animal. Na
parte de tras, o recipiente era fenestrado, para exteriorizacado da cauda do animal,
que era conectadas ao pletismografo. No quarto dia, foram feitas as medidas
definitivas de pressdo. A movimentacdo excessiva do rato, que nao se
posicionava adequadamente para as medidas, invalidaram seus resultados, e o

animal era excluido deste estudo.®!

6.4.4.1 Estatistica

O teste de Wilcoxon analisou as medidas de pressédo pré- e pos-
operatorias no Grupo 2. Os resultados pés-operatérios dos grupos 1 e 2 foram
comparados pelo teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia considerado

correspondeu ao valor de p < 0,05.



FIGURA 2 - Pletismoégrafo para avaliar a pressao da artéria caudal do rato.

- Manguito distal (sensor) (seta preta).
- Manguito proximal que comprime a cauda (*).

- Colunas de agua (seta azul) e de mercurio (seta branca).

25
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6.4.5 Estudo E: Funcao fagocitaria do sistema mononuclear fagocitario

Vinte e quatro ratos, 12 jovens (J) e 12 adultos (M), foram distribuidos
nos seguintes grupos:

Grupo 1 J (n = 6) — controle, ratos jovens.

Grupo 1 M (n = 6) — controle, ratos adultos.

Grupo 2 J (n = 6) — orquiectomia, ratos jovens.

Grupo 2 M (n = 6) — orquiectomia, ratos adultos.

Apds sete meses das operacfes, a média dos pesos foi de 368 + 28
gramas entre os jovens e de 391 + 90 gramas entre os adultos.

Exclusivamente nesta etapa do Estudo E, a anti-sepsia nao foi
realizada com solucao iodada (PVPI degermante®), para evitar a rea¢gao do iodo
com os ions Sn** e interferéncia na marcacéo do radiofarmaco.®

Mediante a anestesia descrita no item 6.3 e dissecacdo da veia
femoral, os animais receberam injecao de 0,1 ml de enxofre coloidal marcado com
9Tc™. Ap6s uma hora, os ratos foram mortos com aprofundamento da anestesia
ja descrita, na mesma sequéncia que receberam os radiofarmacos. Amostras de
figado, baco, pulmdo e coagulo de sangue foram colhidas, devidamente
identificadas e colocadas em pequenos copos de plastico.

A radioatividade foi medida colocando os copos com as amostras no
receptaculo de um colimador tipo pin hole de um aparelho de gama-camara,
(Siemens, modelo Orbiter, USA). A radioatividade foi determinada por grama de
tecido. A somatoria da radioatividade que todas as amostras emitiram, recebeu o
valor 100. Com base nesse valor, a radioatividade de cada tecido especifico

(figado, baco, pulméo e sangue) foi determinada em valores percentuais.
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6.4.5.1 Estatistica

O teste t de Student foi utilizado a fim de comparar os valores obtidos
entre os grupos 1J e 2J e entre 1M e 2M, para cada tecido. A somatéria dos
resultados do figado, baco, pulmdo e codgulo foram comparados pelo teste de
Friedman seguido pelo teste de Wilcoxon dois a dois entre as amostras de cada

orgao ou coagulo. O nivel de significancia considerado correspondeu a p < 0,05.

6.4.6 Estudo F: Resisténcia cicatricial cutinea

Foram utilizados 44 ratos distribuidos nos seguintes grupos:

Grupo 1 J (n =11) — controle, ratos jovens.

Grupo 1 M (n = 11) — controle, ratos adultos.

Grupo 2 J (n = 11) — orquiectomia, ratos jovens.

Grupo 2 M (n = 11) — orquiectomia, ratos adultos.

Todos os ratos jovens estavam com 30 dias de vida (peso entre 55 e
80 gramas) na época da orquiectomia. Ja os adultos tinham 3 a 4 meses de idade
e peso entre 250 e 350 gramas.

Seis meses apds a orquiectomia, todos os animais foram novamente
pesados e, sob a anestesia descrita no item 6.3, eles foram submetidos a inciséo
mediana no dorso, atingindo todos os planos da pele e subcutaneo, até a fascia
muscular, numa extensao de 3 cm de comprimento. Em seguida, as bordas da
ferida foram suturadas com quatro pontos simples, utilizando nailon 4-0 (Nylon®,
Ethicon, S&o Paulo).

No 7° dia e no 21° dia ap0s a realizacdo das incisdes, retirou-se um
fragmento de pele transversal a cicatriz, medindo 4 cm X 1 cm, contendo a cicatriz

em sua parte média. Os pontos da pele foram cuidadosamente removidos do
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fragmento, que foi pincado em suas extremidades por duas pin¢as de Duval de 22
cm. A medida do segmento de tecido entre as pincas foi de 1 cm X 1 cm. Uma
pinca foi presa a um suporte metalico, enquanto a outra foi amarrada a alca de
um frasco de plastico. Um filete de agua destilada a uma velocidade de 650
ml/min foi enchendo o frasco até a ruptura do segmento. Mediu-se o volume do
liquido, transformando-o em gramas, que foi somado ao peso do frasco, ao do
barbante e ao da pinca inferior a ele (Figura 3). A resisténcia cicatricial foi medida
em grama/cm?, que representa o peso suficiente para causar ruptura de 1 cm? de
tecido contendo a cicatriz.

O restante da cicatriz foi retirado e corado com HE de acordo com o
método descrito no item 6.4.1. Pesquisaram-se a presenca de tecido de

granulacao e neoformacéo fibrosa cicatricial.

6.4.6.1 Estatistica

Os resultados das tensfes cicatriciais foram considerados como
medidas ndo paramétricas e comparados por meio do teste de Mann-Whitney.

Foram consideradas significativas as diferencas correspondentes a p < 0,05.
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FIGURA 3 - Equipamento utilizado para o teste de resisténcia cicatricial.

- Frasco-depdsito com torneira (*).

- Segmento de pele contendo a cicatriz (seta) suspenso entre duas
pincas de Duval.

- Frasco de plastico suspenso pela pinga inferior por meio de um

barbante.
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7 RESULTADOS

7.1 Avaliacdo dos Resultados Obtidos em Cada Etapa  do Estudo

Todos os animais foram mortos ao final do estudo e os dados obtidos

foram agrupados conforme as etapas da pesquisa.

7.1.1 Estudo A: Peso dos animais, morfologia da glandula adrenal

Um animal adulto ndo orquiectomizado (Grupo 1) foi excluido da
analise devido a falha no processamento da amostra sangiiinea para dosagem da
testosterona.

No Grupo 2t houve menor ganho ponderal que no controle (Tabela 1).
Os ratos do Grupo 2i, mortos um més apds a orquiectomia, apresentaram o
menor peso dentre os trés grupos, porém deve-se considerar que morreram em
idade mais jovem, portanto ndo podem ser comparados com 0s outros dois
grupos.

A Tabela 1 mostra niveis séricos de testosterona livre menores nos
ratos orquiectomizados em relacdo aos do controle. Nao houve diferenca entre os
Grupos 2i e 2t (p = 0,41).

A orquiectomia ndo modificou o padrdo histolégico das camadas
adrenais, medular e cortical, conforme a preparagcdo histologica utilizada,
hematoxilina e eosina. Quanto a espessura do cértex adrenal (Figura 4), a analise

de variancia ndo encontrou diferencga entre os grupos (p = 0,54).
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Tabela 1 - Valores (média +_ desvio-padrdo da meédia) do peso
corporal, da testosterona livre e da espessura da g landula adrenal de ratos

dos Grupos 1, 2i e 2t

Peso Testosterona livre  Espessura adrenal
(9 (pg/ml) (mm)
Grupol (n=9) 546 + 37 2132 + 948 ** 0,67 + 0,06
Grupo 2 (n =10) 315+ 15 136 + 39 0,70 + 0,08
Grupo 2t (n=10) 452 + 21+ 87 + 14 0,71+ 0,06

Grupo 1 (controle): ratos mortos apds 8 meses.

Grupo 2 (inicial): orquiectomia, ratos mortos apoés 30 dias.
Grupo 2 (tardio): orquiectomia, ratos mortos apds 8 meses.
*. diferente da média do Grupo 1 (controle) (p < 0,001).

**: diferente da média dos demais grupos (p < 0,0001).
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FIGURA 4 - Medida da espessura cortical da glandula adrenal, com régua

graduada em milimetros.

- Alinha branca delimita a transicao entre a medula e o cortex.

- (Rato 3 do Grupo-controle, HE, 40X)

7.1.2 Estudo B: Avaliacdo da glicemia e do lipidograma

Foram excluidos da andlise dois animais adultos n&o orquiectomizados
(Grupo 1M), devido a falha no processamento de amostra sanguinea, por
hemolise.

A orquiectomia ndo modificou os niveis séricos de glicose, do colesterol
total e das fragdes LDL e HDL (p > 0,05 em todas as comparacgdes). Entretanto, a
orquiectomia, quando realizada em ratos jovens, reduziu 0s niveis sanguineos de

triglicérides e de colesterol VLDL (Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores (média +_ desvio-padrdo da média, mg/dl) de

exames bioquimicos do sangue de ratos colhidos 5 me

operacoes

ses apoés as

Grupo  Glicose

1J 125 + 33

1M 149 + 25

2] 141 + 27

2M 130 + 15

Colesterol Triglicérides
Total HDL LDL VLDL
81+12 25+45 43 +8 12+3 62 +16
7710 22+49 42 +6 12+4 63 +24
86 + 15 26 +4,7 51+10 8+1,5¢% 44 + 7**
79,9+11 23+3,7 45 +10 11+3 57 +15

Grupo 1 J (jovem): n = 10, controle, ratos jovens.

Grupo 1 M (adulto): n = 8, controle, ratos adultos.

Grupo 2 J (jovem): n = 10, orquiectomia, ratos jovens.

Grupo 2 M (adulto): n = 10, orquiectomia, ratos adultos.

*: diferente da média em relacdo ao Grupo 1J (p = 0,005).

**. diferente da média em relacédo ao Grupo 1J (p = 0,005).

HDL (high density lipoprotein), LDL (low density lipoprotein), VLDL (very low

density lipoprotein).

7.1.3 Estudo C: Exercicio fisico e peso corporal

Os resultados do peso e do tempo de corrida do Grupo 1 apresentaram

desvios-padrao menores que o Grupo 2, o que corrobora com a validade do

namero amostral nesse grupo. Os resultados na Tabela 3 revelam que nao houve

diferenca entre os pesos (p = 0,2573) e o tempo corrida (p = 0,1405) entre os

grupos pesquisados, apesar de a média dos pesos dos ratos orquiectomizados ter

sido maior do que a encontrada no controle.
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Tabela 3 — Valores (média * desvio padrdo) de peso e tempo de

corrida de ratos dos Grupos 1 e 2, cinco meses apos as operacoes

Peso (g)* Tempo (min)*
Grupo 1l (n=5) 327,1+25/4 81,6 + 40,3
Grupo 2 (n =11) 359,6 + 38,2 100,9 + 44,2

Grupo 1: controle e Grupo 2: orquiectomia.

*: sem diferenca entre os grupos (p > 0,05).

7.1.4 Estudo D: Pressao arterial

Foram excluidos dois animais do Grupo 2 por dificuldade técnica na
realizacdo das medidas de presséo. Esses ratos ndo se adaptaram ao método e
ficaram inquietos no recipiente.

Os animais orquiectomizados apresentaram pressao arterial maior do
que os do controle. Houve aumento da pressao arterial no pos-operatorio em

relacdo ao pré-operatorio nos ratos do Grupo 2 (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores (média + desvio-padrdo da média) da presséo

arterial média (mmHg) da cauda de ratos dos grupos le?2

Pré-operatorio Pds-operatorio
Todos os ratos 104.0+2,9
Grupo 1 (n=12) 107.8 £ 3.4*
Grupo 2 (n = 10) 121.1 £6,4*

Grupo 1: controle e Grupo 2: orquiectomia.
*: diferente do Grupo 2 (p = 0,0348).

**. diferente do pré-operatorio (p = 0,016).



35

7.1.5 Estudo E: Funcao fagocitaria do sistema mononuclear fagocitario

Excluiu-se da analise um animal orquiectomizado jovem, devido a falha
na injecdo de tecnécio.

A média das porcentagens de cada tecido (figado, baco e pulmé&o) e do
coagulo sangliineo estdo apresentados na Tabela 5. O figado foi o 6rgédo que,
proporcionalmente, mais captou o coldide radioativo, seguido pelo baco, depois
pulmao. Por ultimo, verificaram-se tracos de radiofarmaco no coagulo sanguineo.

A orquiectomia ndo parece ter influenciado na distribuicdo de
radioatividade nas amostras estudadas. Desse modo, os animais do Grupo —
controle e dos orquiectomizados mostraram um padrao distributivo semelhante na

funcdo fagocitaria do SMF.
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Tabela 5 - Comparacdo (média +_ desvio-padrdo da média) dos

valores percentuais de radiacio em cada grupo entre animais
orquiectomizados (Grupo 2) e controle (Grupo 1) de ratos jovens (J) e
adultos (M)
Grupos Orgaos Coagulo
sangilineo
Figado Baco Pulméo
1J(n=6) 50,45 + 8,63 3548 +9,22 9,93+6,80 4,13 + 2,50

1M (n=06) 51,40 +10,95 3536+7,94 7,83+ 3,83 5,40 + 4,09
2J(n=5) 52,62 + 3,90 32,64 +8,42 9,02+5,76 5,72 + 3,49

2M (n=06) 53,55 +12,06 33,21 +10,08 7,08+4,73 6,15 + 5,08

O teste t de Student encontrou valores de p > 0,05 em todas as comparacdes
feitas entre os grupos 1J e 2J e entre 1M e 2M, para cada tecido analisado.
Os testes de Friedman e de Wilcoxon detectaram p = 0,0001 para a comparacao

entre os valores obtidos do figado, baco, pulméo e coagulo.

7.1.6 Estudo F: Resisténcia cicatricial cutanea

As cicatrizes cutaneas ndo mostraram anormalidade a macroscopia.
No sétimo dia pbés-operatdrio, observou-se que a area cicatricial era mais ténue,
enquanto, no 21° dia, ela tornou-se firme. Nao ocorreu infec¢do ou necrose.

Os resultados da resisténcia cicatricial estdo na Tabela 6. A resisténcia
cicatricial em ratos orquiectomizados jovens (Grupo 2J) foi menor que no Grupo—
controle (Grupo 1J) apos sete dias da incisdo cutanea. Entretanto, ndo houve

diferenca entre os dois grupos apos 21 dias. Também ndo se constatou diferenca
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entre os grupos 1M e 2M. A resisténcia da cicatriz apos 21 dias foi maior do que a
encontrada apos sete dias, nos dois grupos (p = 0,013).

Na avaliac&o histologica do sétimo dia pos-operatorio, houve pequeno
aumento do colageno e o infiltrado inflamatério era constituido por
polimorfonucleares, plasmacitos, linfécitos e macréfagos, além de congestao
vascular. JA4 no 212 dia, houve um padrdo morfolégico mais homogéneo, com
melhor arranjo de fibroblastos e fibras colagenas, que se encontravam mais
espessas e com distribuicdo paralela. Nao foi encontrada diferenca morfolégica

entre os grupos de mesmo periodo pos-operatorio.

Tabela 6 — Resisténcia cicatricial (média + desvio padrao)

(gramas/cm ?) em pele de ratos no 7 2 dia e no 212 dia ap6s incisdo cutanea

Dias ap0s incisdo no dorso

Grupos 7 21**

1J(n=11) 503,6 + 167,8 1215,0 +428,1
1M (n=10) 495,9 + 259,5 1126,7 £ 297,8
2J(n=10) 419,6 + 135,6* 1216,4 + 287,3
2M(n=11) 532,6 + 278,1 1264,6 + 394,4

Grupo 1 J: n =10, controle, ratos jovens.

Grupo 1 M: n =10, controle, ratos adultos.

Grupo 2 J: n = 10, orquiectomia, ratos jovens.

Grupo 2 M: n = 10, orquiectomia, ratos adultos.

*. diferente da média em relacdo ao controle (p = 0,038)

**: resisténcia cicatricial maior que no 7° dia, em todos os ratos (p = 0,013).
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FIGURA 5 - Corte histologico da cicatriz (*) cutdnea do animal do

Grupo—controle (Rato 4 do Grupo 1 M), no 21° dia pés-operatorio (HE, 40X).

FIGURA 6 - Corte histolégico da cicatriz (*) cutanea do animal

orquiectomizado (Rato 7 do Grupo 2 M), no 21° dia pés-operatorio (HE, 40X).
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8 DISCUSSAO

Ao descobrir a dependéncia hormonal de células prostaticas, Huggins
em 1966, recebeu o prémio Nobel em Medicina e deixou um legado para
pesquisa acerca das repercussdes sistémicas da orquiectomia.>* * Mesmo
quarenta anos apos essa descoberta, as modificacdes metabolicas e estruturais
do organismo provocadas pelo hipoandrogenismo ainda necessitam de mais
trabalhos que esclarecam seus efeitos no peso corporal, na capacidade fisica
aerObica aléem da massa muscular, bem como no lipidograma e no peso
corpéreo.®®

O amadurecimento sexual do rato completa-se por volta dos 50 dias
apos 0 nascimento e sua fertilidade maior ocorre entre 100 e 300 dias de vida.®*
Nos estudos sobre glicemia, lipidograma, exercicio fisico e resisténcia cicatricial
cutanea foram feitas comparacdes entre animais jovens (30 dias de vida) e
adultos (acima de 90 dias), pois alterac6es endocrinas repercutem na fase inicial
da vida de maneira diferente do encontrado em adultos.® Nos demais estudos, foi
mais importante o tempo de hipogonadismo do que a idade dos ratos.

Os estudos apresentados neste trabalho foram realizados
sucessivamente, dentro de uma linha de pesquisa.'’ = ** 8 Em alguns grupos,
ocorreram perdas minimas de dados e ndo foi necessaria reposicdo de animais,
tendo em vista a quantidade satisfatoria da amostra obtida e a homogeneidade
dos resultados encontrados. A hemolise foi a principal causa de perda das
amostras sanguineas em alguns grupos. A movimentacao excessiva dos ratos foi
outro fator que impediu a obtencdo de dados satisfatérios e em alguns grupos

reduziu o nimero de animais.
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No estudo de peso corpéreo e morfologia da glandula adrenal, oito
meses apos as operacdes, 0s animais do Grupo-controle ganharam mais peso
que os orquiectomizados. Ja no estudo de peso corpéreo e pressao arterial, ndo
houve essa diferenca entre 0os grupos no quinto més de acompanhamento. No
trabalho de Vanderschueren et al, a castracdo ndo modificou 0 peso corpéreo.®’
Snyder et al também ndo encontraram alteracdes do peso de homens com
deficiéncia androgénica do envelhecimento masculino submetidos a reposicéo
hormonal.®® Por outro lado, Smith et al verificaram aumento do peso corporal em
pacientes com cancer de prostata e que foram castrados.*

A existéncia de modificacbes de peso corporeo influenciadas pelos
niveis de testosterona, ainda é um assunto controverso, mas a maioria dos
autores verificou que o hipogonadismo reduz a massa muscular, tanto em
humanos como em animais.'* ® Se de fato houver a diminuicdo muscular, é
pertinente supor menor desempenho fisico. Por esse motivo, foi estudada a
possivel influéncia da orquiectomia na resisténcia fisica dos ratos em corrida.

Ainda nao foi definida a relagédo entre a perda de massa muscular
proveniente do hipogonadismo e a capacidade fisica.®® "° Os estudos da literatura
relacionados com o desempenho fisico ap6s hipogonadismo nao divergiram dos
resultados obtidos neste trabalho, tanto em ratos quanto em homens.” * No
presente estudo, a orquiectomia mesmo gue tenha se acompanhado de hipotrofia
muscular, ndo alterou o desempenho fisico aerdbico dos ratos.

Outra funcdo da testosterona € estimular a sintese de proteinas em
diferentes tecidos, como musculos esqueléticos, rins e 0Orgaos reprodutores
masculinos. Fibroblastos da pele podem converter a testosterona em

diidrotestosterona, que pode alterar a sintese de colageno e de
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mucopolissacarideos. Deve-se destacar que 0s niveis de testosterona reduzem-
se apds traumas e estresse cirlrgico e provocam complicacdes cicatriciais.”
Embora os hormdnios androgénicos ndo tenham efeito anabdlico direto na
epiderme, eles podem modular a maturacdo dos queratinécitos.”? Diversos
autores verificaram aumento da velocidade de proliferacdo da epiderme apos
tratamento com testosterona.®® " %

O aumento da resisténcia cicatricial com o passar do tempo era
esperado e estd de acordo com a literatura. Shamberger et al ndo encontraram
influéncia da testosterona na cicatrizacdo de feridas.”* E possivel que esse
horménio atue apenas nas primeiras etapas da cicatrizacdo de ratos sexualmente
imaturos, tendo em vista que a auséncia da testosterona tenha se acompanhado
de reducédo da resisténcia cicatricial. Portanto, a influéncia desse horménio no
processo cicatricial cutaneo, parece variar com a idade.

O tratamento anti-androgénico pode afetar o metabolismo da glicose,
mediado por alteracdes da composicao corporal, especialmente acumulo de
gordura visceral. Smith et al encontraram hiperinsulinemia com glicemia normal
em homens com cancer de préstata castrados, a semelhanca de pacientes
diabéticos com aumento da resisténcia a insulina.'® ®” A glicemia dos ratos, neste
trabalho, néo foi modificada ap0s a castracdo. No entanto, apenas esse dado é
insuficiente para estabelecer uma relagcdo definitiva entre o hipogonadismo
masculino e a glicemia. Cabe estudar essa relagdo por meio de curva glicémica,
hemoglobina glicosada, niveis de insulina sérica ou mesmo utilizar outro modelo
animal como Ajayi et al que encontraram reducéo da glicemia de ratos diabéticos

castrados.% 19
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O perfil lipidico sérico padrao consiste na dosagem do colesterol total,
triglicérides e colesterol HDL; a partir desses calculam-se VLDL e LDL. Pode-se
utilizar o plasma ou o soro. O colesterol no soro € aproximadamente 3% menor
qgue no plasma. O colesterol total e sua fracdo HDL podem ser medidos em jejum
ou apos alimentacdo, pois ha diferencas muito pequenas e clinicamente
insignificantes nesses valores.'®*

Dados epidemioldgicos documentam a relacdo entre o nivel plasmatico
de colesterol total e o risco coronariano, especialmente para o sexo masculino
abaixo dos 40 anos.'®* ' O aumento do colesterol total e da fracdo LDL sdo
fatores associados ao maior risco de aterosclerose e de doenca coronariana,
enquanto que aumento do HDL é fator de protecdo. Sabe-se que a
hipercolesterolemia € importante em mais de 50% dos pacientes com doencas
cardiovasculares, mesmo ao considerar outros disturbios inflamatoérios locais co-
responsaveis pela aterogénese.'%* 1%

O colesterol é o principal substrato para a sintese da testosterona.
Segundo Isidori et al, ha reducéo do colesterol total apds terapia androgénica em
homens, sem alteracédo das fracées LDL e HDL.' Na pesquisa atual, a castracdo
dos ratos ndo modificou os niveis séricos do colesterol total ou de suas fracdes
LDL e HDL.

Ainda nesta investigacdo, a orquiectomia em ratos jovens reduziu os
niveis sanguineos de triglicérides e da fracdo VLDL do colesterol. Tais alteracdes,
talvez sejam indicio da influéncia da testosterona no metabolismo dos lipides e do
colesterol, que ainda precisa ser investigada.'®> '’ Ha evidéncias do papel da
hipertrigliceridemia na aterogénese e, mais recentemente, também da fracdo

VLDL do colesterol. 108112
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De acordo com a literatura, a reducdo da testosterona livre pode
relacionar-se com alteracées na morfologia da glandula adrenal.**®* No entanto,
nesta pesquisa, as espessuras das camadas corticais da adrenal ndo se
modificaram apds a orquiectomia. Cherry et al, em animais com hipogonadismo, e
Parker et al, em individuos falecidos por trauma, também n&o encontraram
diferenca na espessura total do cértex dessa glandula apés hipogonadismo, mas
detectaram reducédo proporcional da zona reticular em relacdo as demais zonas
corticais.™* ** Considerando que a testosterona é produzida nos testiculos e nas
adrenais, € necessario esclarecer se a glandula adrenal assume papel
compensatoério endocrino apos orquiectomia.

O método invasivo da medida de presséao arterial do rato requer infusao
continua de anticoagulante para manter o fluxo sanguineo. A dor causada pela
puncédo arterial pode afetar a frequéncia cardiaca e a pressao arterial. Para evitar
esses inconvenientes, optou-se por um método nado-invasivo. Além disso, a
acuracia de medidas nao-invasivas da pressao arterial ndo diferem dos métodos
invasivos em ratos de pressdao normal, desde que haja treinamento do
examinador e adestramento do animal, mesmo considerando que o0s métodos
invasivos possam ser melhores. Ambiente tranquilo, aclimatacdo adequada e
manipulacdo gentil do rato diminuem os fatores intervenientes e tornam as
mensuracdes fidedignas.®

A revisdo da literatura indica que a administracdo de testosterona
exacerba a pressao arterial de ratos previamente hipertensos e que a castracéo
desses animais reduz a pressédo arterial.*? * 1> 9 98. 115 Ng entanto, ndo foi
documentado o mesmo efeito em ratos de pressao arterial normal. Neste trabalho,

a castracdo acompanhou-se de aumento da pressao arterial, resultado
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semelhante ao encontrado por Calhoun et al.'*” Cabe investigar os mecanismos
envolvidos nessa reacao adversa e compreendé-los em sua real dimenséo.

Os radiofarmacos com *Tc™ tornaram-se importantes na propedéutica
meédica das Ultimas décadas, devido a sua praticidade de execucdo e ao baixo
indice de reacbes adversas, quando comparado a outros contrastes.’® % A
avaliacdo da funcdo do SMF mediante a captacdo de enxofre coloidal marcado
com tecnécio vem sendo estudada em linha de pesquisa desde a década de
1990.18: 20 — 22, 24— 27, 29, 33, 34, 86 35 yzlores muito reduzidos de coldide radioativo,
encontrados no coagulo sangiineo, indicam que o SMF dos ratos desempenhou
adequadamente o seu papel de defesa, ao remover particulas andmalas da
circulacdo.'® 1 22 A captacado do coléide pelos principais 6rgéos do SMF, figado,
baco e pulméo, néo foi alterada pelo hipogonadismo e parece que ja funciona no
rato com mais de 30 dias de vida. Os resultados obtidos ndo detectaram
modificacdo do sistema mononuclear fagocitario, diferentemente dos resultados
da literatura.*?® %

As repercussdes do hipoandrogenismo ndo sao meramente o inverso
dos efeitos esperados em relacdo aos niveis normais dos hormonios testiculares,
conforme pbde ser verificado neste trabalho. As consequéncias da castracdo
ocorrem em 6rgaos e sistemas que podem ser dependentes entre si, dificultando
a distingcéo entre os fatores causais e os intervenientes. H4 indicios de que o peso
e a capacidade fisica estejam relacionados entre si. Com base em nossos
resultados, ainda ndo se pode afirmar que o0 peso e a capacidade fisica se

correlacionam em decorréncia da estrutura muscular. Em estudos futuros devera

ser verificada a relacao do hipogonadismo com a massa muscular corpérea.
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As indicacdes de orquiectomia ja sdo bem estabelecidas, entretanto &
preciso conhecer e prevenir as complicacdes inerentes a esse tratamento. Novas
pesquisas devem prosseguir para preencher lacunas quanto aos efeitos do
hipogonadismo masculino. A auséncia congénita de testiculos € uma condicao
rara e os efeitos indesejaveis do hipogonadismo, especialmente em relacdo ao
risco cardiovascular, ocorrem mais nos pacientes idosos, grupo esse no qual a
orquiectomia é indicada mais freqiientemente.*** *2 Nesse sentido, cabe ressaltar
que o hipogonadismo ndo decorre apenas da orquiectomia, mas pode fazer parte
da evolucdo natural em pessoas de idade avancada, além de ser uma das

complicacdes possiveis de ocorrer apds orquites graves.
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9 CONCLUSOES

A orquiepididimectomia total bilateral reduz os niveis séricos de
testosterona no rato, independentemente da idade do animal.

N&o ocorrem alteracées morfologicas aparentes da glandula adrenal,
tanto macroscopicas quanto microscoépicas.

O hipogonadismo secundario a orquiepididimectomia total bilateral ndo
altera valores séricos de glicose, colesterol total e das fracdes LDL e HDL.
Entretanto, a castracéo de ratos jovens reduz os niveis sanguineos de triglicérides
e de colesterol VLDL.

A reducdo da resisténcia cicatricial cutanea nas primeiras etapas da
cicatrizacdo de ratos sexualmente imaturos castrados sdo indicios da influéncia
da testosterona no processo cicatricial cutaneo e que parece variar com a idade
do animal e com a fase de cicatrizacao.

A deficiéncia de testosterona relaciona-se com:

- menor ganho ponderal tardio,

- aumento da pressao arterial.

N&o foi encontrada influéncia da orquiectomia:

- na capacidade fisica do rato,

- nafuncao fagocitaria do sistema mononuclear fagocitario.
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