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Resumo



A investigacao das agdes gendmicas da testosterona que ocorrem a longo prazo é
imprescindivel para melhorar a compreensao de algumas situag¢des clinicas como o
hipogonadismo e a andropausa. O sistema cardiovascular tem sido considerado um
importante alvo de agbes desse horménio, contudo, existem muitas controvérsias
acerca das ag¢des androgénicas nos diversos tecidos que compdem esse sistema.
Com efeito, existe uma importante lacuna de conhecimento em relagédo a agao da
testosterona em leitos venosos, um compartimento de capacitancia que garante um
adequado aporte sangliineo ao coragao. Assim, o objetivo do presente estudo foi
investigar a influéncia da orquidectomia e da reposi¢cao com este horménio sobre as
respostas vasomotoras de veias isoladas de rato a agonistas simpatomiméticos.
Para isto, utilizaram-se ratos Wistar machos adultos controles e orquidectomizados,
seguidos ou nao de reposi¢cao hormonal (propionato de testosterona, 10mg/kg, i.p.,
por 3 semanas, com intervalo de 5 dias entre as doses). A efetividade da
orquidectomia e da reposi¢gdo hormonal com testosterona foi avaliada por pesagem
de oOrgdos sexuais acessorios hormoénio-dependentes e dosagem plasmatica de
testosterona. Destes animais, anéis (4-5 mm) de veias porta e cava foram
estudados em cubas de 6rgédo isolado contendo solugdo nutritiva de Krebs-
Henseleit. As contracdes isométricas apresentadas por essas preparacoes, captadas
pelos transdutores isométricos, foram registradas em sistema digital de aquisigéo de
dados. A partir destes registros, obtiveram-se curvas concentragdo vs resposta e
calculou-se pD, e resposta maxima (Rmax). Os resultados mostraram que a
orquidectomia seguida ou ndo de reposicdo hormonal ndo alterou a capacidade
contratil de veias porta e cava isoladas de rato frente ao cloreto de potassio, nem
tampouco frente a noradrenalina. Contudo, a orquidectomia aumentou a resposta
maxima de veia porta isolada de rato, mas nao de veia cava, frente a fenilefrina. A
reposicao hormonal de testosterona foi capaz de reverter este aumento de Rmax
induzido pela orquidectomia. Este aumento de resposta a fenilefrina nao foi
suprimido na presenca de L-NAME (10*M) ou indometacina (10°M), nem tampouco
pelo remocgao do endotélio. Contudo, foi completamente suprimido na presencga do
BQ-123 (10°M) e do BQ-788 (10°M). Concluindo, a redugdo drastica dos niveis
circulantes de testosterona induzida pela orquidectomia promoveu um aumento de
resposta de veia porta de rato a fenilefrina. Este aumento de resposta,
provavelmente, envolveu produgcdo sub-endotelial de endotelina que, por sua vez,
atuou tanto em receptores ETa quanto ETg.

Palavras-chave:  orquidectomia; testosterona; veia porta; veia cava;
simpatomiméticos



Abstract



Investigation of genomic testosterone actions is essential to improving the
comprehension of some clinical situations such as hypogonadism and andropause.
The cardiovascular system has been considered an important target of androgen
actions. However, androgenic actions upon this system remain controversial
especially in venous territory, an important compartment of capacitance that assures
an adequate venous return towards the heart. Thus, the present study aimed to
investigate the influence of orchidectomy followed or not by testosterone replacement
upon the vasomotor responses to sympathomimetic agonists in isolated veins of rats.
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). The
effectiveness of the orchidectomy and the testosterone replacement was evaluated
through the weight of sexual acessory hormone-dependent organs and by serum
testosterone measurement. Rings (3-4 mm) of portal vein and vena cava were
carefully removed from these animals to be set in 10ml organ baths containing
Krebs-Henseleit solution. Isometric contractions presented by these preparations
were recorded using a digital data acquisition system. These recordings yielded
concentration-response curves, pD; and maximal response. The results show that
orchidectomy, followed or not by testosterone replacement, did not change the
contractile capacity of isolated portal and cava veins of rats in response to either
potassium chloride or noradrenaline. However, orchidectomy increased the
phenylephrine Rmax in isolated portal vein but not in vena cava. The testosterone
replacement was able to reverse this orchidectomy-induced augmentation of Rmax.
Moreover, the increased phenylephrine Rmax in portal vein was not abolished in the
presence of L-NAME (10*M) or indomethacin (10°M), nor by endothelium removal.
However, it was completely abolished in the presence of BQ-123 (10°M) and BQ-788
(10'6M). In conclusion, the drastic reduction of plasma testosterone levels induced by
orchidectomy increased the portal vein responses to phenylephrine. Probably, this
augmented response involved the sub-endothelial production of endothelin, which
acts through the activation of ETA and ETg receptors.

Keywords: orchidectomy; testosterone; portal vein; vena cava; simpathomimetics
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Introdugao



1 Introdugdo

O sistema cardiovascular tem sido considerado um importante alvo de agdes
androgénicas. Estudos realizados em seres humanos demonstram a associagao
entre testosterona — o principal androgénio natural existente — e 0 aumento do risco
de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares. A privagdo 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 funcdo vascular. Neste sentido,
verificou-se uma reducdao da vasodilatagcdo endotélio-dependente em homens
adultos com hipogonadismo apds o tratamento com testosterona (SADER et al.,
2003; BERNINI et al., 2006). Alguns estudos também mostraram que os horménios
sexuais podem modular os niveis plasmaticos de endotelina, um potente peptideo
vasoconstritor (POLDERMAN et al., 1993). Ainda de acordo com esses autores, 0s
niveis plasmaticos de endotelina sdo maiores em individuos do sexo masculino. 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
et al.,, 1991; IHLING et al., 2001; SAINANI, MARU, MEHRA, 2005).

Em contrapartida, outros estudos tém demonstrado um efeito protetor da
testosterona sobre a patogénese de doengas cardiovasculares. Baixos niveis
plasmaticos de testosterona, contrariamente ao que foi relatado anteriormente,
podem estar associados com disfungdo endotelial, o que sugere um efeito protetor
da testosterona enddgena sobre a funcdo endotelial (AKISHITA et al.,, 2007). A
administragdo intracoronaria de testosterona, em concentragdes fisiologicas, induz
dilatagéo arterial coronariana e aumenta o fluxo sanglineo coronariano em homens
com doenca arterial coronariana (WEBB et al., 1999). Fica evidente, portanto, que
existem muitas controvérsias acerca das agbes androgénicas no sistema
cardiovascular.

A testosterona pode agir diretamente sobre o sistema cardiovascular, através
de mecanismos nao-genémicos que nao dependem dos classicamente descritos
receptores intracelulares de androgénio (JONES et al., 2003). Esta a¢ao vascular da
testosterona parece ser mediada por receptores de androgénio localizados na
membrana plasmatica de células da musculatura lisa vascular e endotélio (HONDA,
UNEMOTO, KOGO, 1999; JONES et al., 2003; SIMONCINI, GENAZZANI, 2003;
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1 Introdugdo

ORSHAL, KHALIL, 2004) que, ao serem ativados, modulam a funcdo de canais
idnicos presentes nesta membrana (YUE et al., 1995; COSTARELLA et al., 1996;
TEOH, QUAN, MAN, 2000a; TEP-AREENAN, KENDALL, RANDALL, 2002).

Os efeitos ndo-gendmicos da testosterona sobre o sistema cardiovascular
caracterizam-se por serem desencadeados agudamente (SIMONCINI, GENAZZANI,
2003). Tais efeitos sao demonstrados geralmente em preparagdes isoladas de leitos
vasculares incubados ou perfundidos previamente com testosterona. Neste sentido,
observou-se efeito vasorrelaxante direto da testosterona em artéria coronaria de
porcos (DEENADAYALU et al., 2001) e coelhos (YUE et al., 1995), em aorta de ratos
(COSTARELLA et al., 1996; HONDA, UNEMOTO, KOGO, 1999; DING, STALLONE,
2001) e coelhos (YUE et al., 1995), bem como em leito arterial mesentérico de rato
(TEP-AREENAN, KENDALL, RANDALL, 2002). Um possivel envolvimento de canais
ibnicos, mais especificamente de canais de potassio, neste efeito vasorrelaxante
direto da testosterona tem sido proposto por esses autores. Contudo, o envolvimento
de mecanismos endotélio-dependentes, relacionados a liberacdo de 6xido nitrico
(NO), também tem sido proposto na vasodilatagao direta induzida pela testosterona
(COSTARELLA et al., 1996; TEP-AREENAN, KENDALL, RANDALL, 2002). Além
disso, o envolvimento de canais de potassio sensiveis ao ATP, paralelamente ao
NO, tem sido proposto no relaxamento das artérias coronarias de cades apds a
infusdo de testosterona (CHOU et al., 1996). A presenga endotelial, por outro lado,
nao parece ser imprescindivel neste fenbmeno uma vez que tiras deendotelizadas
de artéria coronaria de porcos machos orquidectomizados também apresentaram
relaxamento induzido pela testosterona (CREWS, KHALIL, 1999). Por fim, efeitos
vasorrelaxantes também foram observados com a utilizacdo do metabdlito da
testosterona, 5p-diidrotestosterona, em aorta isolada de rato (PERUSQUIA,
VILLALON, 1999).

A testosterona, além das acbes vasomotoras diretas, pode exercer
modulagdo sobre a agado de outros agentes vasomotores através de mecanismos
nao-gendmicos (JONES, JONES, CHANNER, 2004). A incubacao de aortas isoladas
de coelhos machos com testosterona foi responsavel por agravar a disfuncao
endotelial induzida por dieta rica em colesterol e pela exposi¢do a fumaga de cigarro,
comprometendo ainda mais a resposta vasodilatadora destas preparacdes a

acetilcolina (HUTCHISON et al., 1997). Foi descrito também que artérias coronarias
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1 Introdugdo

isoladas de porcos, incubadas com testosterona, apresentam uma atenuada
vasodilatagdo induzida por bradicinina e ionéforo de calcio (TEOH, QUAN, MAN,
2000a). Da mesma forma, a testosterona bloqueou o efeito vasodilatador induzido
por adenosina em coracao isolado de ratos, redundando em aumento da resisténcia
vascular coronariana (CEBALLOS et al., 1999).

aumento de calcio intracelular provocado pela prostaglandina F2a (PGF2a) em
cultura de células musculares de aorta A7r5 (JONES et al., 2003). A incubagcdo com
testosterona também atenuou a contracdo induzida por PGF2o. em artéria
mesentérica de porcos Yorkshire orquidectomizados (MURPHY, KHALIL, 1999). Por
outro lado, foi relatado um aumento da resposta vasoconstritora a endotelina,
serotonina e ao U46619, um analogo da PGF2a, em artérias coronarias isoladas de
porcos, apos incubagdo com testosterona (TEOH et al., 2000b). A incubagdo com
testosterona também foi responsavel por aumentar a secrecdo de endotelina por
células endoteliais de aorta de seres humanos (PEARSON et al., 2008).

A testosterona, além das ag¢des ndo-gendmicas mencionadas, pode modular
a reatividade vascular através dos mecanismos classicamente descritos como
genbmicos. Sintetizando, entende-se por mecanismos gendmicos a regulacao da
transcricio do DNA através de receptores de androgénio (AR) intracelulares
localizados no citoplasma, que se translocam para o nucleo tanto de células
endoteliais quanto da musculatura lisa vascular (McGILL, SHERIDAN, 1981,
HORWITZ, HORWITZ, 1982; LIN, GONZALES, SHAIN, 1985; TRAISH, MULLER,
WOTIZ, 1986; STUMPF, 1990; FUJIMOTO et al., 1994; HIGASHIURA, MATHUR,
HALUSHKA, 1997; WU, ECKARDSTEIN, 2003; ORSHAL, KHALIL, 2004).

Neste sentido, genes especificos podem ser induzidos ou reprimidos,
influenciando os padrdes de sintese protéica e, consequentemente, os efeitos
fisioldgicos relacionados ao controle de ténus vascular (ORSHAL, KHALIL, 2004). A
testosterona pode entado influenciar a sintese, liberagéo e atividade de fatores locais,
relacionados a musculatura lisa e/ou endotélio, que controlam o ténus vascular
(FARHAT et al.,, 1995). Uma das caracteristicas dos efeitos genémicos da
testosterona € que estes acontecem a longo prazo. Assim, os modelos

experimentais utilizados para o estudo de tais efeitos normalmente envolvem
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1 Introdugdo

orquidectomia e/ou tratamento hormonal dos animais com testosterona.

A investigagdo das agcbdes gendmicas da testosterona € imprescindivel para
melhorar a compreensao de algumas situagées clinicas decorrentes de variagdes a
longo prazo dos niveis séricos deste horménio. O hipogonadismo congénito, por
exemplo, € uma situacdo clinica na qual a producido de testosterona e
consequentemente a sua fungdo fisioldgica estdo prejudicadas (ZITZMANN,
BRUNE, NIESCHLAG, 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 redugao natural da fungao do
eixo hipotalamico-hipofisario, caracterizando assim a situagdo clinica conhecida
como andropausa (VERMEULEN, RUBENS, VERDONCK, 1972; BAUM, CRESPI,
2007; SEIDMAN, 2007). Neste sentido, a terapia de reposicdo hormonal com
testosterona é a alternativa farmacoldgica muitas vezes utilizada para o tratamento
dos individuos que se encontram em tais situagdes (BHASIN et al., 2006)

O tratamento crbénico com testosterona, ao contrario daquilo que ¢é
freqlentemente observado na exposi¢cdo aguda a este horménio, na maioria das
vezes exerce uma modulacdo positiva sobre a resposta vascular induzida por
diversos agonistas. Neste sentido, a testosterona administrada cronicamente
potencializou a vasodilatacido de artérias coronarias induzida por acetilcolina em
macacas e paralelamente agravou a aterosclerose induzida por dieta rica em
gordura (ADAMS, WILLAMS, KAPLAN, 1995). O tratamento com testosterona por
trés semanas também potencializou a vasodilatacdo induzida por acetilcolina em
trem posterior de ratas espontaneamente hipertensas ovarectomizadas (TATCHUM-
TALOM, MARTEL, MARETTE, 2002). Contudo, a literatura nao apresenta estudos
que investigam o efeito do tratamento crénico com testosterona sobre as respostas
vasodilatadoras em machos.

As acdes de agonistas vasoconstritores também parecem ser influenciadas
pelo tratamento com este horménio. Em estudos in vivo, o tratamento com
testosterona potencializou a resposta pressorica induzida pela noradrenalina em
gatos (BHARGAVA, DHAWAN, SAXENA, 1967) e ratos (BAKER, RAMEY,
RAMWELL, 1978), assim como no trem-posterior perfundido de cachorros
(GREENBERG et al., 1974). Observou-se também um aumento do ténus vascular de

pequenas artérias cerebrais de resisténcia em ratos orquidectomizados, quando
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suplementados por um més com testosterona. Este aumento de ténus parece dever-
se a supressdo de mecanismos hiperpolarizantes presentes nestas artérias
cerebrais induzida pela testosterona (GONZALES, KRAUSE, DUCKLES, 2004), ou
por um aumento na expressdao da tromboxano A2 sintase (TXA2 sintase) e
consequente producao local de tromboxano A2 (TXA2) (GONZALES et al., 2005).
Além disso, a suplementacdo por um més com testosterona restabelece o tdnus
vascular de pequenas artérias cerebrais de resisténcia de ratos, diminuido pela
orquidectomia. Sugere-se, neste estudo, que o reestabelecimento do ténus vascular
promovido pela testosterona deve-se a modulagao de fatores derivados do endotélio
relacionados a cicloxigenase (COX) e independentes da NO-sintase (NOS) (GEARY,
KRAUSE, DUCKLES, 2000). A constrigdo 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 TXA2 (SCHROR et al., 1994). A testosterona também foi
responsavel por potencializar a constricio de artérias coronarias de porcos
domésticos de ambos os sexos, induzida por cloreto de potassio. Contudo nos
machos, mas nao em fémeas, a remocao endotelial suprimiu este -efeito
potencializador da testosterona sobre a reatividade ao cloreto de potassio. Isto pode
indicar que as alteracbes de resposta vasomotora deste leito vascular,
desencadeadas pelo tratamento dos animais machos com testosterona, seja
decorrente de uma menor producdo de fatores relaxantes ou de uma maior
producao de fatores contraturantes por parte do endotélio vascular (FARHAT et al.,
1995).

Em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos, o tratamento com
indometacina reduziu as respostas contrateis induzidas por fenilefrina em machos,
mas nao em fémeas. Além disso, foi observado que a orquidectomia reduziu a
produgdo dos metabdlitos da COX nesses animais, sugerindo o envolvimento da
testosterona no controle da produgao de prostandides (McKEE et al., 2003). Vale
lembrar ainda que a testosterona pode estar envolvida ndo s6 no controle da
producao de metabdlitos da COX, mas também na sintese e atividade de outros
fatores vasoconstritores, tais como a endotelina (van KESTEREN et al., 1998).

Como pode ser observado nesta breve revisao de literatura, o conhecimento

das acdes da testosterona sobre a reatividade vascular ainda é bastante escasso.
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Além disso, os trabalhos citados anteriormente foram todos realizados em leitos
arteriais, sendo ainda mais escassas as informacbes sobre os efeitos da
testosterona em leitos venosos. Esta caréncia de informagbes merece especial
atencdo em vista do papel central que os leitos venosos exercem 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 territério de capacitédncia garante a
manutengdo de um adequado aporte sanguineo ao coragao, além de influenciar a
resisténcia vascular periférica (ABDEL-SAYED, ABBOUD, BALLARD, 1970).

Cabe ressaltar que, a exemplo dos leitos arteriais, o tbnus venoso também é
regulado pela agao de fibras autonémicas simpaticas ai evidenciadas (DONEGAN,
1921; FURNESS, MARSHALL, 1974; ROTHE, 1983; SUTTER, 1990; ROWELL,
1993). A participagao simpatica é determinante, sobretudo nas modificagbes rapidas
do retorno venoso como, por exemplo, nas modificagdes posturais e durante o
exercicio (ROWELL, 1993). Com efeito, a noradrenalina liberada pelas terminagdes
nervosas simpaticas atua sobre adrenoceptores a e B, apresentando como efeito
final a venoconstricido (KAISER, ROSS, BRAUNWALD, 1964; MULLER-
RUCHHOLTZ et al., 1977a,b). Dessa forma, essa agao venocontratii da
noradrenalina controla o tdnus venoso e, indiretamente, o retorno venoso. Por fim, a
acao da noradrenalina em leitos venosos também é modulada por substancias
produzidas localmente, nas camadas endoteliais ou sub-endoteliais (RUBANYI,
VANHOUTTE, 1988; MCGRATH et al.,, 1990; WOODLEY, BARCLAY, 1994;
DORNYEI et al., 1996; SHIBAMOTO et al., 2005). E razoavel supor, entdo, que a
testosterona influencie as respostas dos leitos venosos aos agonistas

simpatomiméticos da mesma forma como faz em leitos arteriais.
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2 Objetivos

2.1 Geral

Estudar a influéncia da orquidectomia e da reposicdo hormonal com
testosterona ao longo de trés semanas sobre as respostas vasomotoras de veias

isoladas de rato a agonistas simpatomiméticos.

2.2 Especificos

» Verificar se as respostas vasomotoras das preparacdes de veias porta e cava,
nao mediadas por adrenoceptores, podem ser modificadas pela

orquidectomia, seguida ou n&o pela reposi¢ao hormonal com testosterona;

> Verificar se a orquidectomia modifica as respostas vasomotoras de veias

porta e cava a noradrenalina e a fenilefrina;

» Verificar se as modificacbes das respostas vasomotoras de veias porta e cava
aos agonistas simpatomiméticos estudados, decorrentes da orquidectomia,

podem ser revertidas pela reposicao hormonal com testosterona;

> Investigar a participacdo de mecanismos endoteliais e/ou sub-endoteliais,
relacionados ao NO, aos prostandides e a endotelina, nas modificacbes das
respostas vasomotoras destes leitos venosos aos  agonistas
simpatomiméticos estudados, induzidas pela orquidectomia e/ou reposig¢ao

hormonal com testosterona.
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3 Material e Métodos

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 documentagao esta registrada sob o n° 232/07.

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina de Marilia (FAMEMA). Durante a semana que antecedeu os
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.

3.2 Grupos experimentais

Os 109 animais utilizados foram divididos em trés grupos: controles (falso-
operados) (41 animais), orquidectomizados (44 animais) e orquidectomizados com

subsequente reposigao hormonal de testosterona (24 animais).

3.3 Protocolo de orquidectomia

A partir dos 75 dias de idade considera-se que os ratos ja estdo na fase
adulta. Com efeito, os animais foram orquidectomizados ao completar 90 dias de
idade, pois os niveis plasmaticos de testosterona estabilizam-se por volta desta
idade (WHITE, RIVERA, DAVISON, 2000). Para tanto, foram anestesiados com
tribromoetanol (250mg/kg, por via intraperitoneal) e colocados em decubito dorsal
sobre campo cirdrgico. Foi feita a tricotomia e posteriormente uma incisdo
longitudinal na regido mediana do escroto, exteriorizando-se um dos testiculos. O
fluxo sanguineo oriundo do pediculo vascular foi interrompido e o testiculo foi entdo

extirpado. O mesmo processo foi repetido para a remogao do testiculo contra-lateral.
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Extirpadas as gbnadas, as estruturas remanescentes foram recolocadas na bolsa
escrotal e a ferida operatoria foi suturada (VALLE et al., 1982). Ao final da cirurgia,
0s animais receberam injecdo profilatica de penicilina (GONZALES, KRAUSE,
DUCKLES, 2004). Os animais controles foram submetidos ao mesmo procedimento
cirurgico, porém a extirpagcdo das gbnadas nao 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 6rgaos sexuais acessoérios horménio-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
reducido de peso dos orgéos sexuais acessorios hormonio-dependentes, bem como
uma diminuicio drastica das concentracdes séricas de testosterona. Realizou-se em
paralelo a pesagem das glandulas adrenais, uma vez que também sao o6rgaos
produtores de andrégenos.

No periodo de trés a cinco dias apds a realizagdo das cirurgias, os animais
foram devidamente identificados e mantidos em gaiolas individuais. Este cuidado
visou evitar o contato entre os animais operados, garantindo assim uma melhor
recuperagao pos-cirurgica (GONZALES, KRAUSE, DUCKLES, 2004). Apo6s a
concretizagdo da cicatrizagdo os animais foram reagrupados em gaiolas coletivas

contendo trés animais.

3.4 Protocolo de reposigao hormonal com testosterona

Na literatura observa-se a existéncia de uma grande variedade de esquemas
de reposicdo hormonal de testosterona. Nota-se que cada um dos esquemas
propostos apresenta particularidades no que se refere a duracdo do tratamento,
dose, intervalo entre a doses e via de administragdo. Observa-se ainda que a
utilizagcado desses esquemas varia de acordo com a espécie estudada, bem como,
com os propositos de cada investigagdo. Com efeito, tendo em vista os objetivos do
presente estudo, bem como as condi¢cdes experimentais disponiveis, estabeleceu-se
um esquema de reposicdo hormonal baseado em estudos preliminares
desenvolvidos em porcos (FARHAT et al., 1995) e ratos (VALLE, 1976; MADDOX et
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al.,, 1987; MATSUDA et al.,, 1994). Assim, o tratamento de reposicdo hormonal
iniciou-se no 23° dia apds a orquidectomia uma vez que a literatura sugere a
estabilizagdo da atrofia dos 6rgaos sexuais acessorios hormonio-dependentes por
volta do 20° dia (VALLE et al., 1982). O horménio 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) receberam tratamento paralelo com igual volume de veiculo (éleo
de milho). Apés dois dias da realizagdo da ultima administracdo de propionato de
testosterona ou veiculo, os animais foram sacrificados para a realizagdo dos
experimentos de reatividade vascular.

A efetividade da reposicdo hormonal utilizada foi constatada tanto pela
reversdao da reducdo do peso umido dos o6rgdos sexuais acessorios hormdnio-
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.

Em etapa preliminar de padronizacdo da metodologia, foi a reversdo da
reducdo do peso umido dos oOrgdos sexuais acessorios horménio-dependentes,
induzida pela orquidectomia, que serviu de base para a definicdo do esquema de

reposicdo hormonal a ser utilizado no presente estudo.

3.5 Pesagens

No momento da distribuicdo aleatdria dos animais nos grupos experimentais,
estes foram pesados em balanga (modelo 9094c/5, Toledo, Brasil) para que a
homogeneidade de peso desses grupos fosse garantida. 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 realizacéo
dos estudos de reatividade vascular, realizou-se a dissecagao e remogao de 6rgaos
sexuais acessorios horménio-dependentes (vesiculas seminais, ductos deferentes,
epididimos e prostata), bem como das glandulas adrenais. Em seguida, esses
o6rgaos foram pesados em balanga analitica (modelo AB204, Toledo, Brasil)

conforme protocolo descrito por Valle et al. (1982), a fim de se constatar a
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efetividade da orquidectomia, bem como da reposi¢do hormonal com testosterona.
Os resultados de pesagem de érgaos foram apresentados na forma de uma relagéao
entre o peso do 6rgao (em gramas) e o peso corporal total do animal (em

quilogramas).

3.6 Dosagem de testosterona plasmatica

Amostras de sangue foram coletadas com seringas contendo heparina
através de puncgao cardiaca realizada com os animais anestesiados, imediatamente
antes do sacrificio dos mesmos. Posteriormente, tais amostras foram centrifugadas a
2500rpm por 20min a 2°C. O sobrenadante foi recuperado e estocado a -20°C para
posterior determinagdo dos niveis hormonais de testosterona por
quimioluminescéncia (YILMAZ et al., 2006). A determinagao dos niveis hormonais de
testosterona foi realizada pelo Laboratério Alvaro Anélises e Pesquisas Clinicas —
Cascavel/PR.

3.7 Isolamento e montagem das preparagoes de leitos venosos para estudo

funcional de reatividade vascular

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/kg, por via
intraperitoneal) e exangulinados. Em seguida, os leitos das veias porta e cava infra-
renal 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 lumem). Em seguida, estes anéis
foram montados em cubas para estudo de 6rgéo isolado de 10ml contendo solugéo
nutritiva de Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢cao (mM): NaCl 130,0; KClI 4,7;
CaCly 1,6; KH,PO4 1,2; MgSO4 1,2; NaHCO3; 15,0 e glicose 11, 1. A solugao
nutritiva, com pH 7,4, permaneceu aquecida a 37°C e constantemente gaseada com
mistura carbogénica (95% Oz e 5% CO;). Um dos ganchos de metal foi conectado a
um suporte fixo ajustavel e o outro, a um transdutor isométrico de forga (modelo
ML221, ADInstruments, Australia) . As modificagdes de tdbnus dessas preparagdes

foram registradas através de sistema de aquisicdo de dados Powerlab® 8/30
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(ADInstruments, Australia).

Durante os 60 minutos que precederam o inicio do protocolo experimental, as
preparagdbes foram mantidas em repouso sob tensdo de 0,5g, visando a
estabilizacdo das mesmas. Neste periodo, bem como durante todo o experimento, a
solugdo nutritiva foi substituida a cada 15 minutos. Em seguida, para testar a

viabilidade das preparacdes, estas foram contraidas com fenilefrina 10™*M.

3.8 Remocao quimica do endotélio vascular

Algumas preparagdes, antes da realizacdo dos estudos de reatividade
vascular, tiveram seus endotélios removidos quimicamente através da perfusao
sequencial de Krebs-Henseleit (1ml), deoxicolato de sdédio 0,75% (2,5ml) e Krebs-
Henseleit (1ml). A efetividade da remocgao endotelial foi verificada funcionalmente,
ou seja, ao final dos experimentos procedeu-se o desafio dessas preparagdes com
clonidina 10°M na presenca de L-NAME 10™*M, um inibidor nao-seletivo da NOS. A
auséncia de resposta contratil frente a clonidina nestas condi¢des indicou remogao
endotelial efetiva (SHIMAMURA et al., 2006). A remogao endotelial também foi
confirmada por analise histologica. Para tanto, apds a conclusdo dos experimentos
de reatividade vascular, as preparagdes foram fixadas em formalina 10% por 48
horas, emblocadas em parafina e cortadas a 4-5 um. A seguir, foram coradas por
hematoxilina-eosina para, enfim, serem analisadas através de microscopia 6ptica
(aumento de 100 vezes).

A analise de laminas que apresentavam cortes de preparagdes intactas ou
deendotelizadas foi feita em duplo-cego. Estipulou-se, antes do inicio da analise,
uma escala subjetiva determinada em cruzes, que foi utilizada como parametro da
analise visual realizada. Assim, a auséncia de cruzes indicou auséncia de remocao
endotelial, uma cruz (+) indicou 25% de remocdo endotelial, duas cruzes (++)
indicaram 50% de remogéao endotelial, trés cruzes (+++) indicaram 75% de remogao
endotelial e quatro cruzes (++++) indicaram remogado endotelial completa. Foram
consideradas sem endotélio as preparagdes (+++) ou (++++), verificadas em no

minimo cinco cortes transversais.
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3.9 Curvas concentragao vs resposta

A reatividade vascular foi estudada através da obtencdo de curvas
concentragdo vs resposta cumulativas para noradrenalina (107° - 10 M), fenilefrina
(10" - 10* M) e cloreto de potassio (10°M — 1,2.10"M). O aumento da
concentragdo de K* na solugéo de Krebs-Henseleit (solugéo despolarizante) foi feito

paralelamente a uma reducdo compensatoria da concentracéo de Na™.

3.10 Investigacao funcional da participagdo de produtos derivados da NOS e
COX, bem como da participagdao da endotelina, na modulagcdo do ténus

venoso

Os estudos de reatividade vascular dos anéis veia porta e cava, obtidos dos
animais pertencentes aos grupos estudados, foram realizados também na presenca
de L-NAME 10™*M e/ou indometacina 10°M, sendo o Gltimo um inibidor ndo-seletivo
da COX. Algumas preparagdes foram estudadas ainda na presenga do BQ-123 10
®M e do BQ-788 10°M, antagonistas seletivos de receptores de endotelina tipo A
(ETa) e tipo B (ETg), respectivamente. Estes inibidores foram administrados
diretamente ao banho 20 minutos antes do inicio das curvas concentracdo vs

resposta.
3.11 Analise de parametros farmacolégicos

A partir das curvas concentragao vs resposta obtidas foram calculados os
valores de pD,, que consiste no negativo do logaritmo da concentragdo molar do
agonista responsavel por 50% do efeito maximo (ECsp). Os valores de ECsp foram
calculados por regressdo nao linear através do programa Prism 4.0° (GraphPad
Software, E.U.A.). Determinou-se também os valores de resposta contratil maxima

(Rmax) das preparagdes de veia porta e cava aos agonistas.

22



3 Material e Métodos

3.12 Analise estatistica

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

significativas.

23



3 Material e Métodos

3.13 Diagrama experimental

animais
controles

animais
orquidectomizados

animais
orquidectomizados
+
testosterona

v v v v v
1° dia 23° dia 29° dia 35°dia  41°dia 43° dia
1* dose de 2* dose de 3% dose de 4* dose de
cirurgia testosterona testosterona testosterona testosterona
ou veiculo ou veiculo ou veiculo ou veiculo
pesagem de v
orgaos \
experimentos
de reatividade
vascular
dosagem de coleta de /
testosterona D — sangue
plasmatica
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3.14 Drogas e reagentes

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

- BQ-123 (Sigma Co., E.U.A))

- BQ-788 (Sigma Co., E.U.A))

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

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

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

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

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

- deoxicolato de sddio (sodium deoxycholate, 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 5000UIl/ml solugédo injetavel (Cristalia, Brasil)

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

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

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

- 6leo 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)

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

4.1 Pesagens

Na primeira pesagem dos animais nao foram constatadas diferencas
significativas entre o peso dos animais controle e orquidectomizados, seguidos ou
nao de reposicdo hormonal com testosterona. Por ocasido da segunda pesagem
observou-se uma reducado de peso dos animais orquidectomizados frente ao peso

dos animais controles e orquidectomizados seguidos de reposi¢gao hormonal (Tabela

1).

Tabela 1- Peso corporal total dos animais controles (CONT), orquidectomizados
(ORQ) e orquidectomizados seguidos por reposicao com testosterona (ORQ+T), em
quilogramas (kg), obtidos no dia da orquidectomia e no dia do experimento de
reatividade vascular

animais peso dia peso dia
orquidectomia (kg) experimento (kg)
CONT 0,3650,011 0,426+0,011 "
ORQ 0,335+0,010 0,377+0,010 #
ORQ+T 0,360+0,014 0,407+0,013"

Valores apresentados em meédia + E.P.M. de 14-17 preparagdes independentes. ***P<0,001 em
relagdo aos respectivos pesos corporais obtidos na 12 pesagem; *P<0,01 em relacdo ao peso
corporal dos animais CONT obtido na 22 pesagem; ANOVA de duas vias, seguida pelo pos-teste de
Bonferroni.

Na Figura 1 sédo apresentados os pesos dos Orgaos sexuais acessorios
horménio-dependentes obtidos dos animais controles e orquidectomizados
submetidos ou n&o a reposicdo hormonal com testosterona, normalizados pelo peso
corporal total dos animais estudados. Estes resultados mostram que a orquidectomia
promoveu uma reducgao significativa de peso das vesiculas seminais esvaziadas ou
nao do liquido seminal, reducao esta que foi completamente revertida pela reposicao
hormonal com testosterona (Figuras 1A e 1B). Com efeito, o volume de liquido
seminal foi reduzido pela orquidectomia e restabelecido pela reposicao hormonal
(Figura 1C). Evento semelhante foi observado com a prostata, ou seja, a
orquidectomia promoveu uma redugao significativa do peso desse 6rgao que foi
completamente revertida pela reposicao hormonal com testosterona (Figura 1D). Um
fendbmeno ligeiramente distinto ocorreu nos ductos deferentes (Figura 1E) e
epididimos (Figura 1F), onde a orquidectomia promoveu uma redugao significativa

do peso dessas estruturas, contudo, a reposicdo hormonal reverteu apenas
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parcialmente essa redugéo de peso.
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Figura 1- Peso da vesicula seminal com (A) e sem secregédo (B), bem como da
secrecao seminal (C), além da prostata (D), ductos deferentes (E) e epididimos (F)
obtidos de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados submetidos a reposigcdo com testosterona (ORQ+T). Barras
representam a média £ E.P.M. de 14-17 preparagdes independentes. ***P<0,001 em
relagdo aos animais CONT; *P<0,001 em relagdo aos animais ORQ+T. ANOVA de
uma via, seguida pelo pos-teste de Bonferroni
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Na Figura 2 é apresentado o peso das glandulas adrenais normalizado pelo
peso corporal total dos animais estudados. A orquidectomia promoveu aumento
significativo da massa das glandulas adrenais, aumento este completamente

revertido pela reposi¢cdo hormonal com testosterona.
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- N N
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0.05+

0.00

CONT ORQ ORQ+T

Figura 2- Peso das glandulas adrenais obtidos de animais controles (CONT),
orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados submetidos a reposicdo de
testosterona (ORQ+T). Barras representam a média + E.P.M. de 14-17 preparacgdes
independentes. ***P<0,001 em relagao aos animais CONT; #P<0,001 em relacao aos
animais ORQ+T. ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Bonferroni

4.2 Dosagem de testosterona plasmatica

A orquidectomia reduziu a concentragcdo plasmatica de testosterona de
200,4+52,67ng/dl para 9,87+4,70ng/dl. Apdés a reposicdo hormonal, contudo, a
concentragao plasmatica de testosterona determinada foi de 1134,0£109,4ng/dI.
4.3 Reatividade vascular
4.3.1 Veia cava

4.3.1.1 Cloreto de potassio

Em preparagbes isoladas de veia cava, a orquidectomia seguida ou ndo de

reposi¢cao hormonal com testosterona nao produziu modificagdes significativas no

padrdo das curvas concentragdo vs resposta para o cloreto de potassio quando
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comparadas com as curvas obtidas de animais controles (Figura 3A). Com efeito,
nenhuma diferencga significativa foi observada em relagédo aos pardmetros de Rmax
(Figura 3B) e pD; (Figura 3C).
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Cloreto de potassio log[mM]

Figura 3- Curvas concentragao vs resposta para cloreto de potassio (102M — 1,2x10°
'M) (A), bem como valores de Rmax (B) e pD; (C) obtidos em preparacdes de veia
cava isoladas de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados seguidos de reposicdo hormonal (ORQ+T). Valores
apresentados em média + E.P.M. de 6-8 preparag¢des independentes

4.3.1.2 Noradrenalina

A orquidectomia seguida ou ndo pela reposi¢cdo hormonal com testosterona
nao modificou significativamente o padrao das curvas concentragao vs resposta para
noradrenalina determinadas em preparagdes isoladas de veia cava (Figura 4A).
Dessa forma, nado foram observadas diferengas significativas em relagdo aos
parametros de Rmax (Figura 4B) e pD, (Figura 4C) para noradrenalina obtidos

nessas preparagoes.
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Figura 4- Curvas concentragdo vs resposta para noradrenalina (A), bem como
valores de Rmax (B) e pD, (C) obtidos de preparacdes de veia cava isoladas de
animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados seguidos
de reposi¢cdo hormonal (ORQ+T). Valores apresentados em média + E.P.M. de 6-8
preparacdes independentes

4.3.1.3 Fenilefrina

A orquidectomia seguida ou ndo pela reposi¢cdo hormonal com testosterona
nao modificou significativamente o padrao das curvas concentragao vs resposta para
fenilefrina determinadas em preparagdes isoladas de veia cava (Figura 5A). Com
efeito, os parametros de Rmax (Figura 5B) e pD- (Figura 5C) obtidos a partir dessas
curvas concentracdo vs resposta para fenilefrina ndo foram modificados

significativamente pela orquidectomia ou pela reposicao hormonal com testosterona.
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Figura 5- Curvas concentragao vs resposta para fenilefrina (A), bem como valores
de Rmax (B) e pD, (C) obtidos de preparagdes de veia cava isoladas de animais
controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados seguidos de
reposi¢cao hormonal (ORQ+T). Valores apresentados em média + E.P.M. de 6-8
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preparacgdes independentes

4.3.2 Veia porta

4.3.2.1 Cloreto de potassio

Em preparacgdes isoladas de veia porta, a orquidectomia seguida ou nio de
reposicao hormonal ndo produziu modificagbes significativas no padrao das curvas
concentracao vs resposta para o cloreto de potassio quando comparadas com as
curvas obtidas de animais controles (Figura 6A). Com efeito, nenhuma diferenca
significativa foi observada em relagdo aos parametros de Rmax (Figura 6B) e pD»
(Figura 6C).
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Figura 6- Curvas concentragao vs resposta para cloreto de potassio (A), bem como
valores de Rmax (B) e pD, (C) obtidos de preparagdes de veia porta isoladas de
animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados seguidos
de reposigdo hormonal (ORQ+T). Valores apresentados em média + E.P.M. de 6-8
preparacdes independentes

4.3.2.2 Noradrenalina

A orquidectomia tampouco a reposicdo hormonal com testosterona nao
modificaram significativamente o padrdo das curvas concentragao vs resposta para
noradrenalina determinadas em preparacdes isoladas de veia porta (Figura 7A).

Com efeito, as preparagdes obtidas de animais orquidectomizados tratados ou néo

31



4 Resultados

com testosterona também nao apresentaram diferengas significativas de Rmax

(Figura 7B) e pD, (Figura 7C) para noradrenalina.
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Figura 7- Curvas concentragdo vs resposta para noradrenalina (A), bem como
valores de Rmax (B) e pD, (C) obtidos de preparagdes de veia porta isoladas de
animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados seguidos
de reposigdo hormonal (ORQ+T). Valores apresentados em média + E.P.M. de 6-8
preparacgdes independentes

4.3.2.3 Fenilefrina

A orquidectomia elevou as curvas concentracao vs resposta para fenilefrina
em preparagdes de veia porta, elevacdo esta completamente revertida pela
reposi¢cao hormonal (Figura 8A). Estas modificagbes induzidas pela orquidectomia
sobre o0 padrao das curvas concentragao vs resposta para fenilefrina, bem como a
reversao induzida pela reposicao hormonal com testosterona ocorreram também na
presenca de L-NAME (Figura 8D) e L-NAME + indometacina (Figura 8G). Este
aumento de resposta a fenilefrina induzido pela orquidectomia, revertido pela
reposicao hormonal, implicou em aumento significativo de Rmax (Figuras 8B, 8E e
8H). Por outro lado, a orquidectomia promoveu aumento significativo de pD, para a

fenilefrina somente na presenca de L-NAME + indometacina (Figuras 8C, 8F e 8l).
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Figura 8- Curvas concentragao vs resposta para fenilefrina (A, D e G), bem como
valores de Rmax (B, E e H) e pD; (C, F e |) obtidos de preparacdes de veia porta
isoladas de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados seguidos de reposicdo hormonal (ORQ+T). Estes parédmetros
foram obtidos na auséncia (A, B, C) ou na presenga de L-NAME (D, E, F) ou L-
NAME+indometacina (INDO) (G, H, I). Valores apresentados em média + E.P.M. de
6-8 preparagcbes independentes. *P<0,05; **P<0,01 em relacdo aos animais
controles; ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Bonferroni
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Em contrapartida, este aumento da magnitude de resposta de veia porta a
fenilefrina, induzido pela orquidectomia, foi completamente suprimido em
preparagdes pré-tratadas simultaneamente com L-NAME e indometacina, na
presenca tanto do BQ-123 (Figura 9A) quanto do BQ-788 (Figura 9D). Com efeito, a
orquidectomia nao induziu diferencas significativas dos parametros Rmax (Figuras
9B e 9E) e pD; (Figuras 9C e 9F) para fenilefrina nas preparag¢des de veia porta pré-
tratadas simultaneamente com L-NAME e indometacina, na presenca de BQ-123 ou
BQ-788.
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Figura 9- Curvas concentragdo vs resposta para fenilefrina (A e D), bem como
valores de Rmax (B e E) e pD, (C e F) obtidos de preparagdes de veia porta isoladas
de animais controles (CONT) e orquidectomizados (ORQ) previamente incubadas
com L-NAME+indometacina (INDO), na presengca de BQ-123 (A, B, C) ou BQ-788
(D, E, F). Valores apresentados em média + E.P.M. de 6-8 preparagbes
independentes
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As modificagdes induzidas pela orquidectomia sobre as respostas das
preparagdes de veia porta de rato a fenilefrina, observadas tanto na auséncia quanto
na presen¢a de L-NAME ou L-NAME + indometacina, assim como na presenga de
BQ-123 e/ou BQ-788, persistiram apds a remogao endotelial (Figura 10A). De fato,
os valores de Rmax obtidos com fenilefrina em preparagcbdes deendotelizadas de veia
porta de animais orquidectomizados foram significativamente maiores em
comparagao as preparagdes de animais controles (Figura 10B). Contudo, nenhuma
modificagdo significativa de pD, foi observada nestas preparagbes deendotelizadas

em decorréncia da orquidectomia ou da reposi¢cao hormonal (Figura 10C).
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Figura 10- Curvas concentracao vs resposta para fenilefrina (A), bem como valores
de Rmax (B) e pD2 (C) obtidos de preparac¢des de veia porta isoladas de animais
controles (CONT) e orquidectomizados (ORQ). Valores apresentados em média *
E.P.M. de 6-8 preparacdes independentes. *P<0,05; teste “t” de Student

Os resultados apresentados, sucintamente, mostram que a orquidectomia
aumenta o Rmax para fenilefrina em preparagdes de veia porta isolada de rato. A
reposicdo hormonal de testosterona, por sua vez, reverte este aumento de Rmax
induzido pela orquidectomia nessas preparac¢des. Este aumento de Rmax ocorre na
presenca de L-NAME e indometacina, mas ndo na presenca de antagonistas de
receptores ETa e ETg. Por fim, a remocao endotelial ndo suprime este aumento de

Rmax induzido pela orquidectomia.
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5.1 Repercussodes nao-vasculares da orquidectomia, seguida ou nao pela
reposi¢cdo hormonal com testosterona

A orquidectomia € um procedimento cirurgico que reduz os niveis plasmaticos
de testosterona, utilizado em experimentacdo animal como forma de simular as
situagdes clinicas onde ha queda dos niveis séricos de testosterona. Com efeito,
foram avaliadas no presente estudo algumas repercussdes fisiolégicas desse
procedimento cirurgico em diversos 6rgédos e tecidos. Assim, observou-se
inicialmente que os animais orquidectomizados tiveram um ganho de peso menor ao
longo do periodo de estudo quando comparados com o0s animais controles ou
orquidectomizados submetidos a reposicdo hormonal com testosterona. Este dado
sugere indiretamente um menor ganho de massa muscular nestes animais, visto que
a testosterona é capaz de produzir efeitos tanto anabolizantes quanto virilizantes
(WANG et al., 2000).

A efetividade da orquidectomia, entretanto, foi demonstrada mais diretamente
no presente estudo pela redugao de peso dos érgaos sexuais acessorios hormonio-
dependentes. Cabe ressaltar que a reposicado hormonal com testosterona reverteu
completamente a diminuicdo de peso induzida pela orquidectomia em vesiculas
seminais e prostata. Esta reversao, contudo, foi apenas parcial em ductos deferentes
e epididimos. Certamente, a reversao completa da atrofia dessas estruturas se daria
apo6s mais alguns dias de tratamento. Isto porque verificou-se em etapa preliminar de
padronizagcdao da metodologia que tratamentos por periodos inferiores a 21 dias
também revertem apenas parcialmente o peso das vesiculas seminais e prostata,
sugerindo-se que este € um fendbmeno dose e tempo-dependente. O fato da
reposicdo hormonal com testosterona reverter a redugdo do peso dos orgéos
sexuais horménio-dependentes também indica o envolvimento direto da testosterona
nesta atrofia induzida pela orquidectomia.

A pesagem de o6rgdos hormoénio-dependentes como forma de se avaliar a
efetividade da orquidectomia e da reposicdo hormonal com testosterona é
amplamente difundida na literatura (MATSUDA et al.,, 1994; McKEE et al., 2003;
BLANCO-RIVERO, BALFAGON, FERRER, 2006). Todavia, paralelamente &
pesagem desses orgaos, a efetividade da orquidectomia e da reposicao hormonal

também foi confirmada no presente estudo pela dosagem de testosterona
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plasmatica. Os resultados obtidos mostram que a orquidectomia reduziu
drasticamente a concentragcdo de testosterona no plasma dos animais estudados.
Além disso, constatou-se que a reversao completa do peso dos 6rgaos sexuais
acessorios horménio-dependentes s6 € alcancada através de um esquema de
reposicdo hormonal que resulta em niveis plasmaticos suprafisiolégicos de
testosterona. Da mesma forma, a reposicdo hormonal de testosterona proposta por
Matsuda et al. (1994), capaz de reverter a atrofia dos 6rgdos sexuais acessorios
hormonio-dependentes induzida pela orquidectomia, também produziu niveis
plasmaticos suprafisioldgicos de testosterona.

Vale ressaltar que a atuagcdo da testosterona sobre os dérgédos sexuais
acessorios hormonio-dependentes produz agdes bastante conhecidas, quantificaveis
e que, portanto, servem como indicativo das acdes desse hormébnio sobre outros
orgaos e tecidos. Assim, optou-se por utilizar um esquema de reposi¢ado hormonal
que revertesse a atrofia dos 6rgaos sexuais acessorios horménio-dependentes,
ainda que isto produzisse concentragdes plasmaticas suprafisiologicas de
testosterona. Isto porque, tratando-se de um estudo funcional de reatividade
vascular, os efeitos da reposicdo hormonal com testosterona sobre os vasos sao
mais relevante que a concentragao plasmatica produzida por este tratamento em si.

No presente estudo, a orquidectomia promoveu ainda aumento de peso das
glandulas adrenais, que foi revertido apds a reposigdo hormonal com testosterona.
Um aumento de peso das glandulas adrenais também foi descrito em ratos
orquidectomizados por um periodo de oito semanas (MALENDOWICZ, 1986),
sugerindo que se trata de um fendbmeno adaptativo dessas glandulas frente a
orquidectomia. Neste sentido, tem sido descrito em cobaias que baixos niveis de
testosterona levam a uma maior ativagdo do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal.
Com isso, ocorre um aumento nos niveis de horménio luteinizante (LH),
paralelamente a um aumento na expressdo de receptores de LH no cortex das
glandulas adrenais. Isso aumenta a produ¢ao androgénica nesses tecidos, induzindo

assim hiperplasia do cértex dessas glandulas (BERNICHTEIN et al., 2008).
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5.2 Repercussoes vasculares da orquidectomia, seguida ou nao pela reposicao

hormonal com testosterona

Visando atender aos objetivos do presente estudo, as repercussdes da
orquidectomia seguida ou ndo de reposicdo hormonal com testosterona foram
investigadas com mais énfase nas veias porta e cava de ratos. Os resultados
obtidos sugerem que as respostas contrateis de veias porta e cava ao cloreto de
potassio, um agente que promove despolarizagdo direta da musculatura lisa
vascular, ndo sdo modificadas pela orquidectomia, tampouco pelo tratamento com
testosterona. A preservacgao das respostas frente ao cloreto de potassio indica que
a capacidade contratii da musculatura lisa nao foi afetada pela orquidectomia
seguida ou nao pela reposi¢cao com testosterona. Estes dados estdo de acordo com
estudos de reatividade realizados previamente nos quais a orquidectomia, seguida
ou nao pela reposigdo hormonal com testosterona, ndo modificou os padrdes de
resposta de aorta de ratos (MATSUDA et al., 1994; TEJERA et al., 1999) e artérias
coronarias de porcos (FARHAT et al., 1995) ao cloreto de potassio.

Uma vez que a capacidade contratii de veias porta e cava mostrou-se
preservada apos a orquidectomia seguida ou nao pela reposicdo com testosterona,
passou-se a estudar a resposta desses tecidos frente aos agonistas
simpatomiméticos. Optou-se pelo emprego da noradrenalina neste estudo por se
tratar de um neurotransmissor endégeno do sistema nervoso simpatico que atua
nao-seletivamente através de adrenoceptores a e B (HAYASHI, TODA, 1978).
Utilizou-se também a fenilefrina, um agonista sintético com seletividade conhecida
para adrenoceptores aq, receptores estes estreitamente relacionados com a
contragao de leitos vasculares (DIGGES, SUMMERS, 1983). Os resultados obtidos
mostram que a orquidectomia seguida ou ndo de reposicdo hormonal com
testosterona nao modificou as respostas das preparacdes de veia porta ou de veia
cava a noradrenalina. Contudo, a orquidectomia aumentou o Rmax para fenilefrina
em preparagdes de veia porta sem causar modificagbes desse parametro em veia
cava de ratos.

Estes resultados sao corroborados pela literatura, uma vez que diferentes
repercussbes da orquidectomia e da reposicdo hormonal com testosterona séo

relatadas, dependendo do leito vascular ou do agente vasoconstritor estudado.
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Neste sentido, a orquidectomia ndao modificou significativamente as respostas
vasomotoras de aortas isoladas de rato a noradrenalina (MATSUDA et al., 1994;
WANG, SUN, WANG, 2002). Em contrapartida, a contragdo produzida pela
clonidina em segmentos intactos de aortas de ratos orquidectomizados foi menor do
que aquela produzida em segmentos de ratos controles. Isto sugere que os
androgénios regulam positivamente as respostas dessa preparagéo a este agonista
de adrenoceptores oy (TEJERA et al., 1999). Por outro lado, a orquidectomia
aumentou o0 Rmax para vasopressina em preparacdes de aorta de rato
(STALLONE, 1994), sugerindo que os efeitos desse procedimento nédo se
restringem aos agonistas simpatomiméticos. Além disso, a orquidectomia parece
modificar a reatividade de outros territdrios vasculares, além das artérias. Observou-
se, dessa forma, que a orquidectomia pode aumentar as respostas do corpo
cavernoso de rato a fenilefrina (MILLS, WIEDMEIER, STOPPER, 1992; REILLY,
STOPPER, MILLS, 1997). No presente estudo, a reposicdo hormonal com
testosterona foi capaz de reverter o aumento de Rmax observado nas preparagdes
de veia porta isoladas de animais orquidectomizados frente a fenilefrina. Isto indica
que as repercussdes da orquidectomia observadas sobre a veia porta de rato
também sao decorrentes da reducio drastica dos niveis séricos de testosterona.
Esta observagdo também esta respaldada na literatura uma vez que um protocolo
de reposi¢cao hormonal idéntico ao realizado no presente trabalho, que também
levou a concentragbes plasmaticas suprafisioldégicas de testosterona, reverteu a
diminuicdo de reatividade da aorta toracica ao U-46619 decorrente da
orquidectomia (MATSUDA et al., 1994). A reposi¢ao por um més com testosterona
restabeleceu ainda o tdnus vascular de pequenas artérias cerebrais de resisténcia
de ratos, diminuido pela orquidectomia (GEARY, KRAUSE, DUCKLES, 2000;
GONZALES, KRAUSE, DUCKLES, 2004; GONZALES et al., 2005). A terapia de
reposicdo hormonal com testosterona também foi responsavel por aumentar a
resposta vasoconstritora de artérias de resisténcia de homens frente a
noradrenalina (MALKIN et al., 2006). Além disso, o0 aumento das respostas do corpo
cavernoso de rato a fenilefrina induzido pela orquidectomia foi revertido por
reposicao hormonal que produz niveis suprafisioldgicos de testosterona (MILLS,
WIEDMEIER, STOPPER, 1992; REILLY, STOPPER, MILLS, 1997).

O aumento de resposta maxima observado em preparagdes de veia porta de
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animais orquidectomizados frente a fenilefrina foi mantido mesmo apds o bloqueio
da enzima NOS. Isto sugere que o fendbmeno observado nao envolve NO produzido
localmente. Estes dados parecem estar de acordo com a literatura uma vez que nao
se encontrou relatos do envolvimento direto do NO nas modificagdes de resposta
vasomotora induzidas pela testosterona, ou pela privagdo desta, a longo prazo.
Contudo, verificou-se em segmentos de aorta de ratos (KAUSER, RUBANYI, 1994) e
coelhos (HAYASHI et al., 1992) que a liberagdo de NO é maior em fémeas
comparado aos machos. Além disso, em artéria mesentérica de ratos
orquidectomizados tem sido descrito um aumento na produgao de anions superéxido
(MARTIN et al., 2005), substancias que reduzem a bioatividade do NO. Dessa forma,
a relacéo entre os hormdnios sexuais masculinos e a modulagdo do ténus vascular
relacionada ao NO ainda nao pode ser totalmente descartada.

Por outro lado, a literatura sugere uma relacdo mais estreita entre os
hormonios sexuais masculinos e a modulacido da reatividade de diversos leitos
vasculares mediada por produtos da COX. Na presenca de indometacina, artérias
mesentéricas de resisténcia de ratos machos apresentaram uma menor resposta
contratil a fenilefrina, comparadas as obtidas em fémeas. Além disso, observou-se
que a orquidectomia reduziu as respostas das artérias de resisténcia destes ratos
machos a fenilefrina (McKEE et al., 2003). Isto sugere que a testosterona reforca a
participacdo de prostandides vasoconstritores nas respostas destas artérias a
fenilefrina. Por outro lado, Blanco-Rivero, Balfagén, Ferrer, (2006) sugerem que a
producao de TXA; em células musculares lisas de artérias mesentéricas de ratos é
aumentada pela orquidectomia. Esses autores sugerem ainda que este prostandide
esta funcionalmente envolvido na resposta vasocostritora de artérias mesentéricas
de ratos orquidectomizados a clonidina. As agcbes do TXA, também parecem ser
importantes no aumento do tdnus vascular de pequenas artérias cerebrais de
resisténcia de ratos orquidectomizados, tratados por um més com testosterona
(GONZALES et al., 2005). Além disso, investigagdes mais especificas tém mostrado
que os androgénios aumentam significativamente a densidade de receptores de
TXA, em cultura de células de musculatura lisa de aorta (MASUDA, MATHUR,
HALUSHKA, 1991; MATSUDA et al., 1993). Posteriormente, foi demonstrado que a
orquidectomia reduz significantemente a densidade de receptores de TXA; e a

resposta maxima de aorta frente a U-46619, reiterando a agdo reguladora da
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testosterona enddgena sobre a expressdo dos receptores de TXA, (MATSUDA et
al., 1994).

Em contrapartida, os resultados obtidos no presente estudo mostram que o
aumento de Rmax para fenilefrina, induzido pela orquidectomia em preparagdes de
veia porta de ratos, persistiu ao tratamento com indometacina. Este resultado
diverge dos estudos anteriormente mencionados, pois sugere que os prostandides
vasoconstritores ndo estao envolvidos nessa modificagao de resposta a fenilefrina.

Descartada a participacdo do NO e prostandides nas modificacbes de
resposta de veia porta a fenilefrina observadas, voltou-se a atengédo para outras
substancias vasoconstritoras produzidas localmente. Neste sentido decidiu-se
investigar a participacdo da endotelina, pois aumentos nos niveis circulantes deste
peptideo vasoconstritor foram verificados em fémeas masculinizadas que receberam
altas doses de testosterona (van KESTEREN et al., 1998). De fato, parece que os
niveis plasmaticos de testosterona estao diretamente correlacionados com os niveis
de endotelina circulante em homens adultos (POLDERMAN et al., 1993). Por outro
lado, tem sido relatado que em homens com hipogonadismo os niveis plasmaticos
de endotelina estdo aumentados, e uma tendéncia a redugdo desses niveis é
observada apoOs terapia de reposicdo hormonal com testosterona (KUMANOV,
TOMOVA, KIRILOV, 2007). Este relato corrobora o presente estudo, pois o bloqueio
tanto dos receptores ETa quanto dos receptores ETg aboliu totalmente o aumento de
Rmax para fenilefrina induzido pela orquidectomia em preparacdes de veia porta de
rato. Com efeito, isto sugere que a orquidectomia aumentou a participagdo da
endotelina nas respostas vasoconstritoras de veia porta de rato a fenilefrina. Além
disso, sugere que a mediacdo da endotelina sobre as acbes da fenilefrina em veia
porta de rato, aumentada pela orquidectomia, se da através dos receptores tanto
ETa quanto ETg cuja presenca foi ai sugerida em estudos anteriores (FILIPPELLI et
al., 1996; MACREZ, MOREL, MIRONNEAUS, 1999).

A endotelina foi descrita originalmente como sendo uma substancia
vasoconstritora produzida pelo endotélio vascular (YANAGISAWA et al., 1988).
Contudo, alguns estudos identificaram a presenga da enzima conversora de
endotelina em células da musculatura lisa de anéis de veia umbilical (MAGUIRE et
al., 1997) e de aortas ateroscleréticas de coelhos (GRANTHAM et al., 1998). Além

disso, a presenca endotelial ndo parece ser imprescindivel nas modificacbes da
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resposta contratil de artérias mesentéricas de ratos frente a fenilefrina induzidas pela
orquidectomia (McKEE et al., 2003). Por estas razdes, decidiu-se investigar a
participacdo endotelial nas modificagdes das respostas vasculares da veia porta a
fenilefrina induzidas pela orquidectomia. Estudaram-se entdo as agbes vasomotoras
da fenilefrina em preparagdes de veia porta quimicamente deendotelizadas, obtidas
de animais controles e orquidectomizados. Constatou-se, nesses experimentos, que
0 aumento de Rmax para fenilefrina induzido pela orquidectomia persistiu a remocéao
endotelial. Concluiu-se, assim, que este fendbmeno depende da produgao sub-
endotelial de endotelina.

Os resultados apresentados sao bastante convincentes ao sugerir que as
modificagbes de resposta contratil induzidas pela orquidectomia em veia porta
isolada de rato envolvem a producao sub-endotelial de endotelina. Cabe ressaltar
que o emprego simultdneo de duas metodologias para a confirmagdo da remogao
endotelial no presente estudo, sendo elas a analise funcional das respostas a
clonidina e a andlise morfolégica realizada em duplo cego, minimizam a
possibilidade de erro. Contudo, a auséncia de resposta a clonidina em preparagdes
apenas parcialmente deendotelizadas, embora improvavel, pode ocorrer. Além
disso, a analise histolégica foi realizada através de avaliagao subjetiva das laminas,
sendo que resquicios de células endoteliais poderiam ainda estar presentes nas
preparagdes consideradas deendotelizadas. Com efeito, a exclusdo definitiva da
participacdo endotelial nesse fenbmeno requer o emprego de outras estratégias

metodoldgicas.

5.3 Significado fisiolégico das repercussées vasculares da orquidectomia,

seguida ou nao pela reposi¢gdao hormonal com testosterona

Ao analisar conjuntamente os diversos estudos que visam entender as
repercussdes cardiovasculares da orquidectomia seguida ou ndo de reposi¢cao
hormonal com testosterona, € possivel verificar que existem diferengas importantes
dependendo do leito vascular estudado. Neste sentido, o aumento de Rmax para a
fenilefrina em veia porta de rato, observado no presente estudo, aparentemente é
parte de uma extensa adaptacdo cardiovascular induzida pela orquidectomia. Neste

sentido, espera-se que as repercussoes da orquidectomia em leitos arteriais e
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venosos sejam distintas, uma vez que esses leitos atuam de maneira diferente para
garantir a homeostase hemodindmica. Enquanto as artérias atuam, sobretudo, na
manutencgao da resisténcia vascular periférica, visto que por elas se da a circulagao
centrifuga, as veias sdo os mais importantes territérios de capacitancia. Assim,
modificagdes de tdbnus das veias podem repercutir de forma determinante no retorno
vVenoso.

Mesmo ao se considerar apenas o leito venoso, é possivel notar que os
efeitos da orquidectomia também parecem ser territério-especificos. De fato, as
alteragdes de respostas a fenilefrina induzidas pela orquidectomia foram observadas
em veia porta mas ndo em veia cava de ratos. Este fato pode também ser atribuido
as diferencas fisiologicas existentes entre esses dois leitos venosos. A veia porta é a
principal responsavel pelo escoamento do volume sanguineo proveniente da regiao
esplancnica, descrita por Kjekshus et al. (2000) como o maior reservatério de
sangue no organismo. Além disso, a venoconstricdo ativa deste territério vascular
parece participar ao menos parcialmente do retorno venoso em situacbes que
envolvem redistribuicdo do fluxo sanguineo com consequente aumento do débito
cardiaco, tais como o exercicio e as modificacdes posturais (HAINSWORTH,
DRINKHILL, 2006; ROTHE, 2006). Em contrapartida, a maior parte do sangue
escoado pela veia cava, senado todo, é proveniente do territério musculocutaneo. O
retorno venoso a partir desse territério vascular depende quase exclusivamente da
bomba muscular, com uma discreta ou inexistente participacdo da venoconstricao
ativa (SHERIFF et al., 1993). A auséncia de uma significativa venoconstricdo ativa
neste territério pode ser interpretada inclusive como um beneficio fisiolégico, uma
vez que poderia levar a um aumento da resisténcia ao fluxo centripeto, prejudicando
o retorno venoso nas situagdes em que este estaria aumentado (ROWELL, 1993).

Outra observacao importante do presente estudo € que as alteragbes de
Rmax observadas parecem ser agonista-especificas, uma vez que ocorreram
apenas frente a fenilefrina. Com efeito, isto sugere que a orquidectomia evidencia os
efeitos venoconstritores mediados por adrenoceptores a. Porém, quando a
estimulacao se da também sobre os adrenoceptores 3, como ocorre com 0 emprego
da noradrenalina, esse aumento de Rmax desaparece. Isso sugere que a
estimulacao de adrenoceptores B compensa o aumento de Rmax mediado pela

estimulacdo dos adrenoceptores a, observado em animais orquidectomizados.
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Talvez este seja um mecanismo fisiolégico auto-regulatério que atua no sentido de
minimizar as alteragbes hemodindmicas induzidas por redugdes drasticas de
testosterona, garantindo assim um adequado retorno venoso nestas situagdes
extremas de variagcdo hormonal.

Por fim, cabe ressaltar que as acbes da orquidectomia observadas no
presente estudo, embora muito interessantes, referem-se a uma pequena parte do
sistema circulatério. Além disso, foi observada apenas em relagdo aos agonistas
simpatomiméticos, que atuam em conjunto com outros neurotransmissores para a
manutencao do ténus no territério venoso. Com efeito, o presente estudo levanta
uma série de indagagdes e possibilidades que serao verificadas posteriormente. Ou
seja, o significado fisiologico dessas observacdes devera ser desvendado
empregando-se outras estratégias metodolégicas. Porém, € justamente esta a
principal contribuicdo do presente estudo, chamar a atencédo para os efeitos das
modificagdes drasticas dos niveis séricos de testosterona sobre o territério venoso,

tao precariamente conhecido.
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6 Conclusoes

Os principais achados do presente estudo sugerem que a redugao drastica
dos niveis circulantes de testosterona induzida pela orquidectomia promoveu
um aumento das agdes vasomotoras da fenilefrina em veia porta, mas ndo em

veia cava de rato.

Paralelamente, a orquidectomia ndo modificou as respostas da noradrenalina

tanto em veia porta quanto em veia cava de rato.

Além disso, NO ou prostandides produzidos localmente parecem n&o estar
envolvidos nestas modificagbes de resposta de veia porta a fenilefrina,

induzidas pela orquidectomia.
Em contrapartida, a endotelina produzida sub-endotelialmente parece
participar deste aumento de Rmax para fenilefrina desencadeado pela

orquidectomia em veia porta de rato.

Por fim, esta mediacao exercida pela endotelina parece envolver estimulagcao

tanto de receptores ETa quanto de receptores ETg.
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8 Apéndices

Apéndice A - Descrigcao dos diferentes esquemas de reposicdo hormonal avaliados
em etapa preliminar de padronizagédo da reposi¢gdo hormonal com testosterona, bem
como dos resultados obtidos referentes as pesagens de érgédos sexuais acessorios

hormdnio-dependentes e glandulas adrenais

Quadro 1 - Protocolos de reposicdo hormonal de testosterona utilizados na
padronizagao da metodologia de tratamento dos animais

PROTOCOLO DURAGAO DO INTERVALO DOSE
TRATAMENTO | ENTRE AS DOSES (mg/kg peso
(semanas) (dias) do animal)
1 2 5 10,0
2 2 2 10,0
3 3 8 5,0
4 3 8 7,5
5 3 8 10,0
6 3 5 10,0

Droga utilizada: propionato de testosterona; Via de administragao: intramuscular; Inicio do

tratamento: 23° dia apds a orquidectomia
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Figura 1- Peso da vesicula seminal com (A) e sem secregado (B), bem como da
secrecao seminal (C), além da prostata (D), ductos deferentes (E) e epididimos (F)
obtidos de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados submetidos a reposicao de testosterona (ORQ+T) descrita no
protocolo 1 do Quadro 1. Barras representam a média + E.P.M. de 6-8 preparagdes
independentes. **P<0,01, ***P<0,001 em relagdo aos animais CONT; *P<0,001 em
relacdo aos animais ORQ; ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Bonferroni
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Figura 2- Peso da vesicula seminal com (A) e sem secregao (B), bem como da
secrecao seminal (C), além da prostata (D), ductos deferentes (E) e epididimos (F)
obtidos de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados submetidos a reposicdo de testosterona (ORQ+T) descrita no
protocolo 2 do Quadro 1. Barras representam a média + E.P.M. de 6-8 preparacdes
independentes. ***P<0,001 em relacdo aos animais CONT; #P<0,001 em relagao aos

animais ORQ; ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Bonferroni
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Figura 3- Peso da vesicula seminal com (A) e sem secregao (B), bem como da
secrecao seminal (C), além da prostata (D), ductos deferentes (E) e epididimos (F)
obtidos de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados submetidos a reposicao de testosterona (ORQ+T) descrita no
protocolo 3 do Quadro 1. Barras representam a média + E.P.M. de 6-8 preparagbes
independentes. ***P<0,001 em relagdo aos animais CONT; ANOVA de uma via,
seguida pelo pos-teste de Bonferroni
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Figura 4- Peso da vesicula seminal com (A) e sem secregao (B), bem como da
secrecao seminal (C), além da prostata (D), ductos deferentes (E) e epididimos (F)
obtidos de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados submetidos a reposicédo de testosterona (ORQ+T) descrita no
protocolo 4 do Quadro 1. Barras representam a média + E.P.M. de 6-8 preparagdes
independentes. **P<0,01, ***P<0,001 em relacdo aos animais CONT; #P<0,05 em

relacdo aos animais ORQ; ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Bonferroni
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Figura 5- Peso da vesicula seminal com (A) e sem secregado (B), bem como da
secrecao seminal (C), além da prostata (D), ductos deferentes (E) e epididimos (F)
obtidos de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados submetidos a reposicao de testosterona (ORQ+T) descrita no
protocolo 5 do Quadro 1. Barras representam a média + E.P.M. de 6-8 preparagdes
independentes. **P<0,01, ***P<0,001 em relacdo aos animais CONT; *P<0,05 em
relacdo aos animais ORQ; ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Bonferroni
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Figura 6- Peso da vesicula seminal com (A) e sem secregado (B), bem como da
secrecao seminal (C), além da prostata (D), ductos deferentes (E) e epididimos (F)
obtidos de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e
orquidectomizados submetidos a reposicao de testosterona (ORQ+T) descrita no
protocolo 6 do Quadro 1. Barras representam a média + E.P.M. de 6-8 preparacdes
independentes. ***P<0,001 em relacdo aos animais CONT; #P<0,01 em relagao aos

animais ORQ; ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Bonferroni
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Figura 7- Peso das glandulas adrenais obtidos de animais controles (CONT),
orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados submetidos a reposicdo de
testosterona (ORQ+T) descrita no protocolo 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E) e 6 (F) do
Quadro 1. Barras representam a média + E.P.M. de 6-8 preparagbes independentes.
**P<0,001 em relagdo aos animais CONT; *P<0,001 em relagdo aos animais ORQ;
ANOVA de uma via, seguida pelo pés-teste de Bonferroni
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Apéndice B — Estudos complementares de reatividade vascular de veias porta e

cava frente aos agonistas simpatomiméticos noradrenalina e fenilefrina
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Figura 1- Curvas concentracao vs resposta para noradrenalina (A e D), bem como
valores de Rmax (B e E) e pD, (C e F) obtidos de preparagdes de veia cava isoladas
de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados
seguidos de reposigdo hormonal (ORQ+T). Estes pardmetros foram obtidos na
presenca de L-NAME (A, B, C) ou L-NAME+indometacina (INDO) (D, E, F). Valores
apresentados em média + E.P.M. de 6-8 prepara¢des independentes
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Figura 2- Curvas concentragado vs resposta para fenilefrina (A e D), bem como
valores de Rmax (B e E) e pD, (C e F) obtidos de preparagdes de veia cava isoladas
de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados
seguidos de reposigdo hormonal (ORQ+T). Estes pardmetros foram obtidos na
presenca de L-NAME (A, B, C) ou L-NAME+indometacina (INDO) (D, E, F). Valores
apresentados em média + E.P.M. de 6-8 preparag¢des independentes
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Figura 3- Curvas concentracao vs resposta para noradrenalina (A e D), bem como
valores de Rmax (B e E) e pD; (C e F) obtidos de preparagdes de veia porta isoladas
de animais controles (CONT), orquidectomizados (ORQ) e orquidectomizados
seguidos de reposigcdo hormonal (ORQ+T). Estes pardmetros foram obtidos na
presenca de L-NAME (A, B, C) ou L-NAME+indometacina (INDO) (D, E, F). Valores
apresentados em média + E.P.M. de 6-8 preparag¢des independentes
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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