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RESUMO
OBJETIVOS: Investigar possiveis efeitos da reposicéo isolada de metiltestosterona
em ratas castradas e em ratas naturalmente estrogeneizadas sobre o barorreflexo,
sobre o reflexo de Bezold-Jarisch, sobre o coracao, figado, rins e Utero e, ainda,
investigar a cito e genotoxicicidade do farmaco. METODOS: Foram separadas 24
ratas wistar com 12 semanas de vida e divididas em quatro grupos: O primeiro (OVX
+ MT) foi submetido a ovariectomia e fez uso de metiltestosterona; o segundo (OVX)
foi submetido a castracao cirdrgica e fez uso de veiculo; o terceiro (SHAM + MT) foi
submetido a cirurgia fecticia e fez uso metiltestosterona e o quarto grupo (SHAM) foi
submetido a cirurgia ficticia e fez uso de veiculo. A metiltestosterona (na dose de
0,04 mg/dia) e o veiculo foram administrados por 28 dias. Os quatro grupos foram
avaliados em relacdo a pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
basais, a resposta barorreflexa e ao reflexo de Bezold-Jarisch ap6s o 28° dia de
tratamento e, em seguida, foram eutanasiados. O barorreflexo foi avaliado por meio
da administracdo de doses randomizadas de fenilefrina (FENIL 0,5-8,0 pug/Kg) e
nitroprussiato de sédio (NPS 1,0-16,0 pug/Kg). O reflexo de Bezod-Jarisch (RBJ) foi
ativado quimicamente pela injecdo intravenosa de doses rabdomizadas de
fenilbiguanida (1,5-24,0 ug/Kg) e identificado por reducdes dose-dependentes da FC
e pressao arterial diastélica (PAD), simultaneamente, e avaliado através do valor
relativo maximo de queda da FC e PAD apdés cada dose da fenilbiguanida. O peso
corporal Umido das ratas foi avaliado antes e depois do tratamento. A necropsia
realizou-se a retirada de coracéo, figado, rins e Utero para avaliagdo ponderal e
exame histopatolégico. O efeito mutagénico e citotoxico foi realizado empregando-se
ensaio do micronucleo em células da medula de fémures de ratas pertencentes aos
grupos controle negativo (uso de veiculo), controle positivo (uso de ciclofosfamida) e
0 grupo que usou a metiltestosterona (MT). RESULTADOS: Nao houve variacdo da
PAM (SHAM: 106+2 mmHg; SHAM+MT: 107+3 mmHg; OVX: 1067 mmHg;
OVX+MT: 1073 mmHg) e FC (SHAM: 339+13 bpm; SHAM+MT: 318+£13 bpm; OVX:
340£15 bpm; OVX+MT: 337+9 bpm) basais, nem do RBJ com a castragdo ou com o
uso de MT. O barorreflexo foi prejudicado nas ratas castradas (BRSpg=-1,611+0,110
bpm™.mmHg™; BRS\p= -2,727+0,232 bpm™.mmHg™) e voltou aos padrdes normais
no grupo das ratas castradas que receberam o tratamento com a metiltestosterona
(BRSpe= -2,3560,199 bpm™.mmHg™; BRSyp= -3,824+0,255 bpm™.mmHg™). Em
relacdo a avaliacdo ponderal e a avaliacdo histopatoldgica foi identificada hipotrofia

dos Uteros de todas as ratas que foram sumetidas a castracdo. Quanto as outras



visceras, ndo houve diferenca em relacdo ao peso da viscera/peso da rata e nem
alteraccbes microscopicas ao exame histopatologico. As ratas ovariectomizadas
apresentaram aumento de ganho de peso (AP=81,3t9g; p<0,01), o que foi
prevenido pelo tratamento com MT. A dose de 0,04 mg/kg de MT utilizada n&o
provocou aumento no numero de eritrocitos policrométicos micronucleados, nem da
relacdo eritrécitos plocromaticos / eritrécitos normocromaticos em relacdo ao
controle negativo, e foram significativamente menores que os valores do controle
positivo. CONCLUSAO: O uso da MT determinou melhoria da fungio baroreflexa em
ratas castradas e prevencdo do aumento de ganho de peso. Também foi
evidenciado que a MT, na dose utilizada, foi segura para figado, rins e coracédo, além

de auséncia de efeito citotoxico e mutagénico em células de medula 0ssea.

Palavras-chaves: metiltestosterona, barorreflexo, reflexo de Bezold-Jarisch,

hepatotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade, ensaio do micronucleo.

ABSTRACT
Effect of single use of methyltestosterone on cardiovascular reflexes and
safety genotoxic and cytotoxic in ovariectomized rats. OBJECTIVES: To
investigate possible effects of isolated parts of methyltestosterone in rats and in
castrated rats estrogeneizadas course on the baroreflex on the Bezold-Jarisch reflex
on the heart, liver, kidneys and uterus, and also investigate the quote and the drug
genotoxicicidade. METHODS: 24 Wistar rats were separated with 12 weeks of age
and divided into four groups: The first (OVX + MT) underwent ovariectomy and made
use of methyltestosterone, the second (OVX) underwent surgical castration and
made use of vehicle, the third (MT + sHAM) underwent surgery and made use
fecticia methyltestosterone and the fourth group (sHAM) underwent sham surgery
and made use of the vehicle.The methyltestosterone (at a dose of 0.04 mg / day) and
the vehicle were administered for 28 days. The four groups were assessed for mean
arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) levels, the baroreflex response and the
Bezold-Jarisch reflex after 28 days of treatment and then were euthanized.The
baroreflex was evaluated by randomized doses of phenylephrine (PHENYL 0.5 to 8.0
mg / kg) and sodium nitroprusside (SNP 1.0 to 16.0 mg / kg).The Bezod-Jarisch
reflex (BJR) was chemically activated by intravenous injection of doses of
rabdomizadas fenilbiguanida (1.5 to 24.0 mg / kg) and identified by dose-dependent

reductions in heart rate and diastolic blood pressure (DBP), while and measured by



the value of maximum fall of DBP and HR after each dose of fenilbiguanida.The wet
weight of the rats was measured before and after treatment. At necropsy there was
the removal of the heart, liver, kidneys and uterus to assess weight and
histopathological examination. The cytotoxic and mutagenic effect was carried out
employing the micronucleus test in bone marrow cells of femurs of rats in the groups
negative control (vehicle use), positive control (cyclophosphamide use) and the
group that used the methyltestosterone (MT). RESULTS: There was no change in
MAP (SHAM: 106 £ 2 mmHg; MT + SHAM: 107 + 3 mmHg; OVX: 106 £ 7 mmHg;
OVX + TM: 107 + 3 mmHg) and HR (SHAM: 339 *= 13 bpm; SHAM + MT: 318 + 13
bpm; OVX: 340 + 15 bpm; OVX + TM: 337 + 9 bpm) at baseline, or the RBJ with
castration or the use of MT. The baroreflex was impaired in castrated rats (BRSPE =
-1.611 + 0.110 bpm-1.mmHg-1; BRSNP = -2.727 + 0.232 bpm-1.mmHg-1) and
returned to normal in the group of castrated rats that received treatment to
methyltestosterone (BRSPE = -2.356 + 0.199 1.mmHg-1-bpm; BRSNP = -3.824 *
0.255 bpm-1.mmHg-1).Regarding the assessment of weight and histopathological
evaluation was identified atrophy of uteri of all rats that were sumetidas castration.
The other viscera, there was no difference in the weight of the viscera / weight of the
rat nor alteraccbes microscopic histopathological examination. The ovariectomized
rats increased weight gain (DP = 81.3 + 9 g, p <0.01), which was prevented by
treatment with MT.The dose of 0.04 mg / kg of TM used is not increased the number
of micronucleated polychromatic erythrocytes or red blood cell ratio plocroméaticos /
normochromatic erythrocytes relative to the negative control and was significantly
lower than the positive control values. CONCLUSION: The use of TM determined
baroreflex function improvement in castrated rats and prevention of increase in
weight gain. It was also shown that the MT at the dose used was safe for the liver,
kidneys and heart, and absence of cytotoxic and mutagenic effects on bone marrow

cells.

Keywords: methyltestosterone, baroreflex, Bezold-Jarisch reflex, hepatotoxicity,
genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A transicdo da menacme para a menopausa € definida como o periodo de transicao
da fase reprodutiva para a nédo reprodutiva da mulher. Com a progressao de tal
transicdo, ocorre o esgotamento ovariano (SANTORO et al., 1996). Estabelecida a
menopausa, ha uma cessacdo permanente de sintese de estrogénio por atrofia dos
ovarios (BASARIA; DOBS, 2006) e reducdo de secrecdo de androgenos: 50% de

diminuicdo em comparacdo com faixas etarias mais jovens (SOULES et al., 2001).

Tais alteracBes hormonais causam diversas repercussdes negativas a maioia destas
mulheres, que vao desde aumento de predisposicdo a doencas organicas até sinais
e sintomas tais como: Fogachos, secura nos olhos e vulvo vaginal, aumento do risco
de doenca cardiaca coronariana e de acidente vascular cerebral (JENSEN et al.,
2010), perda de massa Ossea, perda de massa magra, e aumento da gordura
abdominal e do tecido adiposo visceral (DOBS et al., 2002), alteracdes lipidicas pro-
aterogénicas, aumento da resisténcia a insulina, diabetes (POLOTSKY;
POLOTSKY, 2010), insbnia, ansiedade, esquecimento, depressdo (JENSEN et al.,
2010), distarbios do sono, alteracdes de humor, prejuizo do trofismo vaginal, com
queixas relacionados com a miccdo (CHUN et al, 2011), diminuicdo da
receptividade sexual, da libido e do prazer, diminuicdo de bem-estar; humor disférico
e / ou motivacdo embotados e persistente fadiga, além de altera¢des da cognicéo e
da memoria (YASUI et al., 2012).

O interesse da medicina pela reposi¢cao de hormonios para estas mulheres iniciou-se
na década de 60 do século passado. Conforme Herrington (2003), o médico Robert
Wilson revolucionou ao langcar nos Estados Unidos da América um best-seller
intitulado “Feminine Forever”’, no qual reforcava as vantagens de reposicdo de
estrdgenos na menopausa. Tal entusiamo foi reforcado com a crenca de que tal
reposicao reduzia os riscos de doenga cardiovascular. A partir de 1998, com o
langamento de “Heart and Estrogen/progestin Replacement Study (HERS)”, ndo so
tal crenca comecgou a ruir como até mesmo uma sugestdo de que a terapia de
reposicdo hormonal (TRH) pudesse até aumentar o risco de doencas
cardiovasculares, além da confirmagdo do aumento de incidéncia de cancer de

mama relacionado a tal terapia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santoro%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soules%20MR%22%5BAuthor%5D
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Muitos estudos vém sendo realizados com o proposito de estabelecer a relagédo
risco-beneficio da reposicdo de estrogenos. A Sociedade Norte Americana de
Menopausa (2008) publicou sua posi¢cao sobre a reposicdo hormonal feminina nos
anos de 2002, 2003, 2004 e 2007 e, diante da evolucdo de dados que afeta a
relagéo risco-beneficio da TRH feminina, o Conselho de Curadores da Sociedade
achou necessério atualizar sua posi¢cdo e convocou um painel consultivo (2007-
2008) para esta nova avaliacdo. Concluiu que tal reposicdo é o tratamento mais
eficaz para reduzir os sintomas vasomotores, como sudorese e ondas de calor, e
para sanar sintomas moderados e graves da atrofia vulvovaginal, tais como secura
vaginal, dispareunia e vaginite atréfica. Foram comprovados os beneficios para a
prevencdo da osteoporose e reducao do risco de fratura 6ssea e para a prevencao

de infeccao urinaria de repeticdo nessa fase da vida.

A reposicdo de andrégenos para mulheres é mais recente, mas a preocupacao
relativa a risco-beneficio também se faz presente. A Sociedade Norte Americana de
Menopausa (2005) publicou que h& recomendacdo do uso de testosterona para
mulheres na pés-menopausa com sintomas de diminuicdo do desejo sexual que
angustie a paciente e quando ndo h& outra causa identificavel para sua disfuncao
sexual. Além disso, a terapia de testosterona deve ser associada a estrégeno, ja que
ndo ha dados sobre a seguranca do uso isolado da testosterona. Apenas o uso oral
e intramuscular sdo aprovados e ndo existem dados de seguranca suficientes para

indicar 0 seu uso por tempo superior a seis meses.

Em revisdo sistematica Cochrane foi observado que o uso de testosterona em doses
farmacoldgicas pode melhorar a funcdo sexual de mulheres que estdo disfuncionais
devido a idade, e este efeito foi usado para defender a reposicao deste horménio em
mulheres com reducéo de libido. Além disso, também foi observado que o acréscimo
de testosterona (sob suas variadas formas de apresentacdo) a TRH tem efeitos
benéficos significativos na funcdo sexual, quais sejam: aumento do numero de
eventos sexuais satisfatorios e prazerozos, da intensidade de orgasmos, do grau de
libido ou desejo, da excitacdo sexual e melhoria da autoimagem sexual
(SOMBOONPORN et al., 2005).
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Alguns efeitos colaterais do uso de testosterona em mulheres tém sido descritos
como sinais de virilizagédo: aparecimento de pelos, engrossamento da voz, acne,
alopécia e hipertrofia de clitéris; retencdo hidrica; possibilidade de aumento dos
niveis de colesterol (CRAIG; STITZEL, 2008). Em sua revisdo sistematica,
Somboonporn et al. (2005) ressaltam que ainda estdo obscuros os efeitos adversos
sobre o engrossamento da voz, o perfil de coagulacdo e sobre o hematdcrito.
Complicacdes em longo prazo como o cancer de mama, derrame e doencas
coronarias também ainda ndo foram suficientemente pesquisados. Nao foram
analisados nesta revisdo, os efeitos da TRH mais testosterona sobre a funcao
hepética, a histologia endometrial e sobre os perfis hormonais.

A reposicao de testosterona pode ser realizada sob a forma de medicacao injetavel,
seja com base oleosa (liberacdo lenta) ou a base de éster (liberacdo rapida na
circulagdo), oral, adesivo transdérmico e, ainda, sob a forma de gel (GEBARA et al.,
2002). O uso oral, entdo, é uma das formas preconizadas para tal reposicao, sob a
dose de 1,25 (LOBO et al., 2003) a 2,50 (DOBS et al., 2002) mg/dia. Tal forma de
reposicao tem mostrado excelentes efeitos sobre a resposta sexual, sem a producao
de uma virilizacdo tao significativa quanto a reposicdo de androgénios injetaveis.
Somam-se, no entanto, pesquisas no intuito de averiguar seu grau de confianca e

seus efeitos negativos.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo a investigacdo dos efeitos da
administragdo da metiltestosterona em ratas controle e ovariectomizadas, sobre o
sistema cardiovascular, érgdos vitais importantes: figado, rins e coracdo, o

endométrio; além de avaliar a seguranca citotdéxica e mutagénica desse tratamento.
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Fisiologia da produgdo hormonal feminina

As mulheres durante a menacme (idade reprodutiva) contam com 0s oOvarios
funcionantes como principal fonte de producéo de hormdnios femininos e também de
hormonios masculinos. Os ovarios sao 6rgdos endocrinos extremamente complexos,
séo estimulados pelos horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), que
sdo hormoénios gonadotréficos produzidos pela hipofise e que, além de
amadurecerem Ovulos para a fecundacao, sintetizam o estradiol nas células da
granulosa e os andrégenos na teca e células hilares. O FHS estimula a enzima
aromatase nas células da granulosa promovendo a aromatizagdo dos androgenos
gue sao, assim, transformados em estrégenos, enquanto o LH estimula as células
da teca a produzirem andrégenos: testosterona e androstenediona (BASARIA,;
DOBS, 2006).

Durante a menacme, o principal estrogeno produzido pela mulher é o 17-beta
estradiol que €, entdo, secretado de forma ciclica e influencia profundamente a

fisiologia e o comportamento das mulheres (JENSEN et al., 2010).

As glandulas supra-renais também tém um importante papel na producédo de
androgenos, visto que produzem a dehidroepiandrosterona (DHEA) e seus ésteres
sulfurados (DHEAS). Embora a DHEA seja um andrégeno de fraca acao, ela é
convertida em testosterona (e dehidrotestosterona) e em estradiol no sangue
periférico (BASARIA; DOBS, 2006).

Os principais andrégenos produzidos pelas mulheres incluem a testosterona (T), a
androstenediona (D4A), a deidroepiandrosterona (DHEA), o sulfato de
deidroepiandrosterona (S-DHEA) e a deidrotestosterona (DHT). A testosterona tem
sido referida habitualmente como a principal representante da androgenicidade
plasmatica em mulheres. Circula no sangue, em grande parte ligada a proteinas
carreadoras, principalmente as GLHS (globulinas de ligagdo aos hormoémios

sexuais). A fragdo néo ligada as proteinas transportadoras representa a denominada
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fracdo livre da testosterona, que se constitui na sua por¢cdo biologicamente ativa
(FERNANDES et al., 2006).

ACTH . = LH
Cortisol = HlplﬁﬁEE anterior Estradial
= ~100% S-DHEA o
+ * % +
90% DHEA 10
l _,_,-r"'l—' - '\\\ l
Glandula 5% 5%

adrenal .————* Androstenediona |+——— Ovarios

I- 50% (conwversaal

259 Testosterona 2580

L 1005 [conwersso)

DHT

ACTH: hormdnio adrenocorticotdpico; DHEA: deidroepiandrosteraona;
S-DHEA: sulfato de deidroepiandrosterona; DHT: deidrotestosterona;
LH: hormdnio luteinizante (Buster af al, 1999).

Figura 1. Producdo de androgénios pela glandula da adrenal, pelos ovarios e os
percentuais de conversdo periférica dos horménios em mulheres durantes 0os anos
reprodutivos (FERNANDES et al., 2006).

A transicdo da menacme para a menopausa € definida como o periodo de transicao
da fase reprodutiva para a nao reprodutiva da mulher. Com a progressao de tal
transicdo, ocorre o esgotamento folicular ovariano e o ovario torna-se menos
sensivel ao estimulo das gonadotrofinas, instalando-se um hipoestrogenismo
relativo. Os ciclos ovulatérios ficam menos frequentes e ocorre irregularidade
menstrual (SANTORO et al., 1996).

Denomina-se climatério a fase de transicao que se inicia no final da menacme e se
estende até a senilidade. Pode ser definido como o intervalo de tempo que
compreende a transicdo do periodo reprodutivo para o nao reprodutivo, sendo
considerada fase de crises pelas inUmeras transformacdes que nela ocorrem. A
menopausa representa a uUltima menstruacao sendo, portanto, evento que ocorre no
climatério. E o Gltimo fluxo menstrual, considerado apds 12 meses de amenorréia
(LIMA; BACARAT, 1995).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santoro%20N%22%5BAuthor%5D
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O declinio de estrogénios circulantes na perimenopausa induz assiduamente a
sintomatologia de dificil tolerabilidade, que afeta o bem-estar da mulher (ALMEIDA
et al., 2011). A mulher na pos-menopausa, com o declinio de horménios ovarianos
esterdides, frequentemente apresenta sintomas como ondas de calor com fogachos,
secura dos olhos e de mucosa vulvovaginal, distarbios do sono com insénia,
alteracbes de humor com sintomas de ansiedade e depressdo, sintomas
relacionados com a miccao devido a alteracdo do trofismo urogenital, alteracfes na
resposta sexual, aumento do risco de doenca coronariana e de acidente vascular
cerebral (CHUN et al., 2011; JENSEN et al., 2010), além de perda de massa 6ssea,
perda de massa magra, e aumento da gordura abdominal e tecido adiposo visceral,
devido ao envelhecimento e declinio da secrecdo dos horménios ovarianos, sendo
gue essas mudancas na composicdo corporal podem aumentar o risco de
problemas, especialmente a osteoporose e doencas cardiovasculares (DOBS et al.,
2002).

Conforme Polotsky e Polotsky (2010) h& possibilidade de que o desequilibrio
estrogénico seja a causa mais provavel de sindromes metabdlicas durante a
perimenopausa, contribuindo para o aumento de peso e risco adicional de
hipertenséo, alteracdes lipidicas pro-aterogénicas, aumento da resisténcia a insulina,

diabetes e doenca cardiovascular.

O declinio de estrogénios circulantes na perimenopausa induz assiduamente a
sintomatologia de dificil tolerabilidade, que afeta o bem-estar da mulher (ALMEIDA
et al., 2011). A mulher na pds-menopausa, com o declinio de horménios ovarianos
esterodides, frequentemente apresenta sintomas como ondas de calor, disturbios do
sono, alteragbes de humor, sintomas relacionados com a miccao e alteracbes na
funcdo sexual (CHUN et al., 2011).

Na medida em que ha o envelhecimento da mulher h4, também, reducdo dos niveis
de outros hormoénios incluindo os androgenos (testosterona e androstenediona). O

apice deste declinio ocorre entre os 40 e 50 anos (BURGER et al., 1995).

O declinio de andrégenos na mulher comeca a ocorrer antes mesmo de menopausa.

Ja se inicia por volta dos 30 anos de idade e isso pode causar a sindrome da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Burger%20HG%22%5BAuthor%5D

15

insuficiéncia androgénica feminina (LEAO et al., 2006). O termo “insuficiéncia
androgénica feminina" foi definido como sendo composto de um padréo de sinais e
sintomas na presenca de diminuicdo da testosterona biodisponivel, mas com
estrogénio em niveis normais (BACHMANN et al., 2003; FERNANDES et al., 2006).

Em consequéncia da reducdo dos niveis de androgenos na época da menopausa,
as mulheres nesta fase, frequentemente, apresentam prejuizo da resposta sexual
com reducao da libido, diminuicdo da receptividade sexual, diminuicdo de bem-estar;
humor disférico e/ou motivacdo embotados com depressao de humor, e persistente
fadiga, enquanto os sinais clinicos incluem perda de massa 6ssea, diminuicdo da
massa e forgca muscular e alteracdes da cognicdo e da memoria (BACHMANN et al.,
2003; FENANDES et al., 2006; LEAO et al., 2006; YASUI et al., 2012).

1.1.2 Modula¢édo hormonal feminina com horménios sexuais sintéticos

A reposicdo de hormdnios femininos na menopausa tem sido realizada ha varias
décadas, sendo que, ainda hoje, h& controvérsias a respeito da relacdo de risco-
beneficio. Segundo Aldrigh (2003), foi realizada a segunda reunido de conselho
europeu de menopausa na Grécia e, entre as conclusdes, as indicacfes atuais da
referida reposicdo se faz nos seguintes casos: sintomas menopausais como ondas
de calor e secura vaginal, com uso da menor dose efetiva e prescrita durante a
vigéncia dos sintomas; mulheres em risco para osteoporose, sendo que, caso de
tratamento de longa duracéo, € necessaria uma reavaliacdo a respeito de vantagens
e desvantagens apds cinco anos de uso. O consenso reafirmou que a terapia de
reposicdo hormonal né&o deve ser prescrita visando prevencdo de doenca
cardiovascular priméaria e secundaria, nem a prevencdo da perda de memoria ou

deméncia em mulher ap6s a menopausa.

A Sociedade Norte Americana de Menopausa (2008) publicou sua posicédo sobre a
reposicdo hormonal feminina nos anos de 2002, 2003, 2004 e 2007 e, diante da
evolucdo de dados que afetam a relacdo risco-beneficio da TRH feminina, o
Conselho de Curadores da Sociedade achou necesséario atualizar sua posicéo e

convocou um painel consultivo (2007-2008) para esta nova avaliacdo. Concluiram
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que a reposicdo de estrégenos € o tratamento mais eficaz para reduzir os sintomas
vasomotores como sudorese e ondas de calor e para sanar sintomas moderados e
graves da atrofia vulvovaginal, tais como secura vaginal, dispareunia e vaginite
atrofica. Foram comprovados os beneficios para a prevencdo da osteoporose e
reducdo do risco de fratura dssea e para a prevencdo de infec¢cdo urindria de
repeticdo nessa fase da vida. Ndo houve alteracdo significativa no ganho de peso
corporal ou no indice de massa corporal (IMC). A TRH néo € indicada para protecao
coronariana, porém, quando indicado para tratar outros sintomas, parece nhao
aumentar o risco de eventos coronarianos. Ainda h& controvérsias, também, quanto
ao risco de acidente vascular cerebral. Meta-analise de dados sugere que a
hormonioterapia melhora a resisténcia a insulina em mulheres pés-menopausadas,
porém ndo ha evidéncia cientifica que indique a TRH para prevencéo ou controle do
diabetes mellitus. Ndo ha comprovacdo de efeito benéfico sobre a memodria e
cognicao, assim como de efeito antidepressivo de terapia estrogénica e ja foi
observado que o uso de progestagenos pode produzir piora do humor. A TRH
aumenta o risco de cancer de mama, quando usada por mais de cinco anos e

aumenta o risco de cancer de endométrio, quando o estrégeno é usado sem a

progesterona.

Conforme ressaltam Chun et al. (2011), mulheres de meia-idade e idosas vém
passando por mudancas de estilo de vida devido a longevidade. A qualidade de vida
no periodo pés-menopausal tem sido muito valorizada, visto que as pessoas estao
vivendo por maior numero de anos, devido aos avangos da ciéncia, da medicina e

melhoria do status econdmico.

Villa et al. (2011) afirmam que é recomendéavel proceder a reposi¢cdo de hormdnios
femininos com a menor dose eficaz e pelo menor tempo possivel, de modo a obter
melhoria dos sintomas sem efeitos adversos da terapia. Em seu trabalho, concluiram
gue houve melhoria do perfil lipidico e melhoria da reatividade vascular de mulheres
menopausadas, com 0 uso de doses baixas de estradiol associada a drospirenona
(progestageno com efeitos anti-androgénicos). A suposicdo de que a reposicao
estrogénica possa preservar as fungdes cognitivas de mulheres climatéricas veio de
experimentos com animais, que mostram haver efeito protetor do estrogénio sobre

as estruturas cerebrais. Em relacdo a TRH em mulheres, no entanto, ndo ha
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evidéncia de que a reposicado estrogénica, associada ou ndo a progestagenos,
possa prevenir declinio cognitivo em mulheres po6s-menopausicas, quando
administrada por curto ou por longo prazo (até cinco anos). Portanto, com base nas
evidéncias disponiveis, ela ndo pode ser recomendada para a melhoria cognitiva
geral ou manutencdo da cognicdo em mulheres idosas pds-menopausadas
(LETHABY et al., 2008).

A TRH na pés-menopausa foi frequentemente usada com a intencdo de prevenir a
doenca coronaria nas mulheres, com base na plausibilidade biolégica e dados
observacionais, conforme afirma Keating et al. (1999). Sanchez et al. (2005),
avaliando os resultados dos efeitos da TRH sobre doencas cardiovasculares,
tromboembolismo venoso e acidente vascular cerebral, concluiram que, atualmente
ndo ha recomendacdo para que a mesma seja usada objetivando a prevencédo de
eventos cardiovasculares em mulheres pds-menopausadas (com ou sem doenca
cardiovascular anterior), além de que as mulheres com outros fatores de risco para
eventos tromboembdlicos venosos devem, inclusive, ser desencorajados de fazerem

tal uso.

Ainda de acordo com Sanchez et al. (2005), estudos foram realizados com 24.000
mulheres que haviam sido escolhidas aleatoriamente para tomar hormdnios ou
placebo todos os dias por cerca de cinco anos. Os autores ndo encontraram
nenhuma evidéncia que a terapia hormonal ofereca beneficios cardiovasculares para
mulheres na po6s-menopausa com ou sem doenga cardiaca. Em vez disso, mulheres
gue usaram hormonios apresentaram maior incidéncia de ataques cardiacos nao-
fatais, derrame e embolismo em membros inferiores e pulmbes do que as mulheres

gue usaram placebo.

De acordo com Almeida et al. (2011), com base em seu estudo avaliando ganho
ponderal em mulheres com uso de TRH (estrogeno e progestageno) com 132
mulheres com dois anos de pds-menopausa constatou-se que nao ha diferenca
significativa entre o aumento ponderal médio do grupo controle e do grupo sob TRH.
Concluiram, entdo que, apesar da crenca comum do aumento do peso associado a
TH, os resultados do estudo contrariaram esse aspecto, ndo havendo um ganho

ponderal adicional ao normalmente associado a este periodo da vida da mulher.
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Kongnyuy et al. (2000), em sua revisdo sistemética (meta-anélise) com avaliacdo de
trés grupos de mulheres - um deles com uso de estrégeno isolado, outro com
estrogeno associado a progestageno e o terceito grupo sem TRH - ndo encontraram
nenhuma evidéncia de que a TRH, tanto com o uso isolado de estrogénio quanto
com uso de estrégeno associado a progesterona causasse diferenca significativa no
ganho de peso médio e no IMC entre as mulheres pertencentes a cada um dos trés
grupos. Além disso, a meta-analise ndo encontrou nenhuma evidéncia de que o uso
da TRH impeca o ganho de peso normalmente experimentado na menopausa. Nao
h& evidéncia suficiente disponivel a partir de estudos randomizados capazes de
verificar que o uso de TRH evite ou limite a redistribuicdo da gordura corporal tipica
da menopausa que passa o corpo feminino da forma androgina (da forma de péra

para a forma de maca).

O uso de reposicdo de andrégenos para mulheres menopausadas é mais recente
gue a reposicdo dos hormodnios femininos, tendo efeito favoravel para a funcéo
sexual e atividade sexual, na sensacdo de bem-estar, no aumento da densidade

mineral 6ssea e na melhora da fadiga geral (YASUI et al., 2012).

A terapia androgénica pode ter um papel no tratamento da disfuncdo sexual em
mulheres na menopausa, com baixos niveis de androgénios e sem outras causas
identificaveis de problema sexual, apresentando melhora significativa do desejo, da
excitacao e das fantasias sexuais (BACHMANN et al., 2003; SHERWIN; GELFAND,
1985), além de aliviar sintomas e sinais da sindrome da insuficiéncia androgénica,
sem aumento de fatores de risco cardiovascular em dosas fisioldgicas (LEAO et al.,
2006).

Ness et al. (2009) com base em pequenos ensaios clinicos observou que o efeito de
estrogénio associado a testosterona foi superior ao do estrogénio isolado no
aumento de massa magra, na redugcdo de gordura corporal e no aumento da
densidade 6ssea. Ledo et al. (2006), no entanto, verificaram um aumento modesto

no peso corporal com a reposicao de metiltestosterona na dose de 1,25 mg/dia.

Somboonporn et al. (2005) fizeram um trabalho de revisao sistematica sobre efeitos

positivos e efeitos colaterais do uso de testosterona. Basearam-se em trinta e cinco
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estudos com um total de 4768 participantes em uso de testosterona por um tempo
médio de seis meses (variacdo de 1,5 a 24 meses). A maioria dos ensaios era de
qualidade adequada com relacdo a randomizacdo e ocultamento da sequéncia de
alocacdo. Foram utilizados implantes de testosterona, metiltestosterona e adesivos
de testosterona para tal reposicdo e o estudo foi realiazado por dois revisores
independentes. A constatacdo foi a de que o uso de testosterona em doses
farmacoldgicas pode melhorar a funcdo sexual de mulheres que estéao disfuncionais
devido a reducédo de testosterona. A revisao sitematica realizada por Somboonporn
et al. (2005) observou que o acréscimo de testosterona (sob suas variadas formas
de apresentacdo) a TRH tem efeitos benéficos significativos sobre a resposta de

desejo sexual, excitacdo sexual e orgasmos.

Os sintomas e sinais da sindrome da insuficiéncia androgénica feminina podem ser
aliviados com reposicdo de andrégenos, terapia que vem sendo amplamente aceita
e, quando sdo usadas doses recomendadas (estradiol percutaneo na dose de
1mg/dia associado a metiltestosterona na dose de 1,25 mg/dia), os beneficios sao

alcancados sem aumento dos fatores de risco cardiovasculares (LEAO et al., 2006).

Lobo et al. (2003) observaram que apdés o uso de estrébgeno associado a
metiltestosterona, houve aumento significativo de testosterona biodisponivel,
supressédo da globulina de ligacdo aos hormonios sexuais (GLHS) e um aumento da
intensidade e frequéncia de desejo sexual. Entretanto, ndo existem trabalhos
avaliando o efeito do uso de metiltestosterona, associado ou ndo com estrdgenos,

sobre o controle reflexo da pressao arterial nessa situacao.

De acordo com Fernandes et al. (2006), como regra geral, a terapia com andrégenos
(TA) ndo ¢é oferecida para mulheres na poOs-menopausa sem 0 emprego
concomitante da terapia estrogénica (TE), visto que esta Ultima, isoladamente, pode
propiciar uma série de beneficios, como o alivio dos sintomas menopausicos, a
melhora da secura vaginal e um realce da sexualidade feminina. Tais efeitos podem
minimizar a necessidade do emprego da TA. Eles ressaltam que praticamente
inexistem estudos no periodo da pés-menopausa com o emprego da TA isolada,
como também néo existem estudos bem controlados da TA nas mulheres durante a

menacme.



20

Segundo Somboonporn et al. (2005) o uso de testosterona sozinha em mulheres na
pés-menopausa ndo pode ser recomendada até que os dados adequados relativos a
seguranca estejam disponiveis. Mais estudos abordando o uso de testosterona
associada apenas a estrogénio contra testosterona isolada em mulheres na pos-
menopausa sao obrigatérios. A maioria dos estudos em que a metiltestosterona foi
administrada n&o inclui a co-administragdo de uma progestina. Por conseguinte, 0s
efeitos da metiltestosterona associada a estrogénio e progestina em mulheres com

menopausa natural requer estudo posterior.

A reposicdo de testosterona pode ser realizada sob a forma de medicacédo injetavel,
seja com base oleosa (liberacdo lenta) ou a base de éster (liberacdo rapida na
circulacao), oral, adesivo transdérmico e, ainda, sob a forma de gel (GEBARA et al.,
2002).

Alguns efeitos colaterais do uso de testosterona em mulheres tém sido descritos
como sinais de virilizacdo: aparecimento de pelos, engrossamento da voz, acne,
alopécia e hipertrofia de clitéris; retencdo hidrica; possibilidade de aumento dos
niveis de colesterol (CRAIG; STITZEL, 2008).

Em revisdo sistemética Cochrane foi observada maior incidéncia de hirsutismo. O
crescimento de pélos faciais e aparecimento de acne foram aumentados claramente
com a adicdo de testosterona a terapia hormonal. Além disse, com os dados da
revisdo, a terapia com testosterona deve ser limitada a utilizacdo de curto prazo, ja
gue estudos de longo prazo nao estdo disponiveis. Ainda estdo obscuros os efeitos
adversos sobre o engrossamento da voz, o perfil de coagulacdo e sobre o
hematécrito. Complicagbes a longo prazo como o cancer de mama, derrame e
doencas coronarias ndo foram suficientemente pesquisados. Ndo foram analisados
na revisdo, os efeitos da TRH mais testosterona sobre a funcdo hepética, a
histologia endometrial o sobre os perfis hormonais (SOMBOONPORN et al., 2005).

A metiltestosterona é um andrégeno sintético cientificamente denominado 17-
hidroxy-17-methylandrost-4-en-3-one. E formada quando a molécula da testosterona
€ modificada por meio de 17-alfa-alquilacdo e um grupo metila (CHgs) é introduzido

na posicdo C17, conforme demonstrado na figura 2. A metiltestosterona foi o
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primeiro andrégeno 17-alfa-alquilado. Estes andrégenos retardam a inativacéo
hepética da testosterona e, por isso, em geral, podem ser usados por via oral
(SHAHIDI, 2001).

~
O/
Figura 2: Molécula da metiltestosterona, onde se pode observar a metilacdo na

posicdo C17 alfa (FARMACOPEIA AMERICANA).

1.1.3 Efeitos dos hormoénios masculinos sobre o sistema cardiovascular
feminino

O efeito protetor dos horménios sexuais femininos, em sua producdo fisioldgica,
sobre o aparelho cardiovascular é bastante conhecido. Quando se compara a
incidéncia de hipertenséo arterial entre géneros, observa-se que as mulheres, até a
menopausa, apresentam menor prevaléncia de hipertensédo arterial e doencas
relacionadas em relacdo aos homens. No entanto, apds a menopausa, as mulheres
passam a apresentar prevaléncia de hipertensdo arterial similar a dos homens.
Acredita-se que a deficiéncia de estrégenos, alteracdes do perfil lipidico, ganho de
peso e sedentarismo sejam os principais fatores associados a maior prevaléncia de
hipertensédo arterial em mulheres na menopausa quando comparadas aquelas na
pré-menopausa (ZANESCO; ZAROS, 2009).

Entretanto, o uso de horménios femininos na menopausa, sob a forma de reposicao,
de acordo com os estudos randomizados controlados publicados nos ultimos anos,
ndo se mostrou benéfico em mulheres com doenca vascular estabelecida nem em
mulheres saudaveis, sendo que no estado atual de conhecimento, ndo existem
evidéncias que justifiguem o uso de TRH para prevencao primaria ou secundaria de

doencas cardiovasculares (PARDINI, 2007). Conforme j& comentado anteriormente,
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a Sociedade Norte Americana de Menopausa (2008) nado indica a TRH para
protecdo coronariana, porém, quando indicado para tratar outros sintomas, parece
Nao aumentar o risco de eventos coronarianos.

Com relagdo a reposicdo de hormdnios masculinos para mulheres, em doses
terapéuticas, parece ndo haver um aumento do risco cardiovascular através de
alteracbes na pressao arterial (BRAUNTEIN, 2007). Outros fatores de risco
cardiovasculares como a reatividade vascular, a viscosidade do sangue, a
concentracdo de hemoglobina, os fatores de coagulacdo, ou a sensibilidade a
insulina também ndo sdo alterados com o uso de testosterona em doses
terapéuticas. A excecdo se deve a uma reducdo da fracao lipoproteinica de alta
densidade do colesterol (HDL) com o uso de testosterona por via oral (BRAUNTEIN,
2007). Somboonporn et al. (2005), em sua revisao, reafirma como evento adverso
documentado em relacdo a adicdo de testosterona para terapia hormonal, uma

diminuicao significativa de niveis de HDL sérico.

Ainda sobre o perfil lipidico, Dobs et al. (2002) a partir de um estudo com uso de
estrogénio isolado 1,25 mg versus estrogénio 1,25 mg associado a metiltestosterona
2,5 mg mostrou que apos 16 semanas de tratamento houve diminuicdes
significativas da colesterolemia total, HDL-colesterol e triglicérideos no grupo
estrogénio mais testosterona, com valores de fracao lipoproteica de densidade baixa
do colesterol (LDL) praticamente inalterada. O grupo que fez uso de estrogeno
isolado demonstrou o efeito oposto sobre os lipidios com uma diminuicédo
significativa nos niveis de colesterol LDL e nenhuma mudanca significativa nos

outros parametros lipidicos.

Em seu artigo, Ledo et al. (2006) fizeram experimento com trinta e sete mulheres
pos-menopausicas com idade entre 42-62 anos, submetidas a histerectomia,
seguindo um protocolo duplo-cego para receber, durante 12 meses, estradiol
percutaneo na dose de 1 mg / dia, combinado a metiltestosterona na dose de 1,25
mg / dia ou combinado a placebo e observaram que nao houve aumento expressivo
dos fatores de riscos cardiovasculares. Entretanto, ndo foram encontrados estudos
gue tenham avaliado o efeito do tratamento com metiltestosterona sobre o controle

reflexo da presséo arterial em ratas ovariectomizadas.
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Dois dos principais mecanismos reflexos de controle do sistema cardiovascular séo
o barorreflexo e o reflexo cardiopulmonar. O primeiro possui como principal funcao a
de proporcionar rapida e eficaz estabilizacdo da pressédo arterial (VASQUEZ et al.,
1997). Os barorreceptores sédo pressoreceptores estimulados por ondas de pressao
e reagem de modo intermitente e sincronico de acordo com a pressao sistdlica e

com as variagdes de tenséo vascular (IRIGOYEN et al., 2001).

Ja os reflexos cardiopulmonares podem ser estimulados ndo apenas por mudancas
na pressdo nas camaras cardiacas, mas também por agentes quimicos (VASQUEZ
et al.,, 1997). O reflexo de Bezold-Jarisch (RBJ) é ativado principalmente por
receptores ventriculares, e mais comumente de ventriculo esquerdo, e varias
substancias sdo capazes de ativa-lo, tais como a prostaglandina, bradicinina,
serotonina e fenilbiguanidina (FROZARD, 1982) e, quando ativados, promovem
excitacdo de neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos e inibicdo de ténus
simpatico (VASQUEZ, 1994).

Recentemente, alguns estudos tém sido desenvolvidos no sentido de avaliar a
sensibilidade dos reflexos cardiovasculares em animais sob influéncia de
androgénios (EL MAS et al., 2002; BEUTEL et al., 2005; WARD; ABDEL-RAHMAN,
2005; WARD; ABDEL-RAHMAN, 2006; ANDRADE et al., 2008; BISSOLI et al.,
2009). A maioria dos estudos tem explorado a influéncia do uso de esterdides
anabolizantes (EL MAS et al., 2002; BEUTEL et al.,, 2005), ou reposicdo de
testosterona em animais castrados (WARD; ABDEL-RAHMAN, 2005; WARD;
ABDEL-RAHMAN, 2006) sobre a funcdo barorreceptora, apontando para um efeito
positivo sobre a resposta de bradicardia induzida pelo Barorreflexo quando esses

hormdénios sdo administrados em doses terapéuticas.

Estudo usando reposicdo de testosterona por uma semana demonstrou aumento da
bradicardia mediada pelo barorreflexo em ratos castrados (WARD; ABDEL-
RAHMAN, 2005). Adicionalmente, o tratamento com ciclosporina atenua a
responsividade barorreflexa por meio, pelo menos em parte, da inibicdo da
facilitacdo vagal induzida pela testosterona (EL MAS et al., 2002). Outro estudo
avaliando o efeito da deplecdo de testosterona ou inibicAo do receptor de

androgénio sobre a funcédo barorreflexa, observou que a atenuacdo da bradicardia
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mediada pelo barorreflexo pela castragdo ou bloqueio do receptor de androgénio
envolve a interagdo entre androgénios e o receptor de androgénios (WARD; ABDEL-
RAHMAN, 2006). Recentemente, Caminiti et al. (2009), investigaram o efeito da
administracdo de testosterona por 12 semanas a pacientes idosos com insuficiéncia
cardiaca cronica sobre a capacidade de exercicio maxima, eficiéncia ventilatoria,
forca muscular, resisténcia insulinica e a sensibilidade barorreflexa, sendo
observado melhoria em todos os parametros, incluindo o barorreflexo. Portanto, a
testosterona em nivel fisiologico parece ter efeito positivo sobre a bradicardia

mediada pelo barorreflexo.

Entretanto, Beutel et al. (2005) avaliaram o efeito do estanozolol, um esterdide
anabdlico androgénico, sobre o sistema cardiovascular, observando hipertenséao,
hipertrofia cardiaca e mudancas no barorreflexo. Assim, o beneficio observado pela
testosterona, em niveis fisioldgicos, parece desaparecer quando se utiliza

androgénios em altas doses.

Em relacdo aos reflexos cardiopulmonares sé foram encontrados estudos que
avaliaram o efeito de doses supra-fisiologicas (ANDRADE et al., 2008; BISSOLI et
al., 2009; ANDRADE et al., 2011). Andrade et al. (2008) trataram ratos Wistar com
doses elevadas de nandrolona por quatro semanas. Foi constatado que esse
tratamento reduziu a frequéncia cardiaca basal, induziu hipertrofia cardiaca (com
aumento de deposicdo de colageno na matriz extracelular) e, todavia, nao
determinou alteracdo da sensibilidade do RBJ. Entretanto, tratamento por oito
semanas, foi capaz de determinar reducao do controle reflexo da pressao arterial e
frequéncia cardiaca pelo RBJ, o que foi atribuido por maior nivel de hipertrofia
cardiaca e auséncia de aumento de atividade vagal basal (BISSOLI et al., 2009). A
co-administracdo de nandrolona com enalapril preveniu essas alteracdes
(ANDRADE et al., 2011).

Todos os estudos acima foram realizados em ratos machos e, no caso do RBJ,
apenas com doses de abuso de anabolizantes. Portanto, torna-se importante avaliar
o efeito da metiltestosterona, usada isoladamente, em situacdes de deficiéncia

estrogénica, como no caso de ratas ovariectomizadas.



25

1.1.4 Seguranca endomeétrial, hepatica e genética com o uso de hormdnios
masculinos

Segundo afirmaram Yasui et al. (2012) ainda nao foi estabelecida a seguranca da
associacdo de androgénios a terapia hormonal no climatério em relacdo aos seus
efeitos sobre mamas e endométrio. Complicagcfes a longo prazo como o cancer de
mama, derrame e doencas coronarias também ainda ndo foram suficientemente
pesquisados. Nao foram analisados em recente revisdo sistematica, os efeitos da
TRH mais testosterona sobre a funcdo hepatica, a histologia endometrial e sobre os
perfis hormonais (SOMBOONPORN et al., 2005).

Especificamente em relacdo a metiltestosterona, Ness et al. (2009) afirmam que
pouco se sabe a respeito dos efeitos adversos do uso prolongado de testosterona
exdgena. Comentam que h& estudos que defendem a idéia de que niveis
plasmaticos elevados de testosterona aumentam o risco de cancer de mama,
embora ndo tenha havido significativa elevacdo no risco de cancer de mama
relacionado ao uso de estrogénio associado a 1,25 mg de metiltestosterona por dia

em seu experimento.

Wason et al. (2003) fizeram um experimento com uso de diversas doses de
metiltestosterona em ratos wistar: veiculo, 10, 100 e 600 mg/kg/dia e de ratas:
veiculo, 10, 40 e 200 mg/kg/dia por 28 dias para avaliacdo de seus efeitos
enddcrinos, entre outros. Fizeram andlises laboratoriais, avaliacdo de peso e
analises histopatoldgicas post mortem. Dentre as constatacdes mais relevantes,
observaram aumento acentuado de peso das ratas que usaram a metiltestosterona,
reducado de colesterol total em todos os grupos de tratamento para ambos 0S sexos,
aumento de triglicerideos com o uso de dose alta e média de metiltestosterona em
ambos os sexos e aumento da atividade de fosfatase alcalina em todos os trés
grupos de fémeas tratadas. Em relacéo as analises histopatoldgicas, mostraram que
houve alteracdo no Utero das ratas submetidas a 100 e a 600 mg/kg/dia de
metiltestosterona: hiperplasia e metaplasia epitelial e aumento do peso hepatico no

mesmo grupo.

A avaliacdo da toxicidade de um farmaco é muito importante para a avaliacdo do

risco-beneficio do mesmo. Esta avaliacdo por meio do teste de micronucleos pode
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observar a sua capacidade de produzir mutacdo genética por meio de mudanca na
cadeia de DNA (RIBEIRO et al., 2003).

Os agentes quimicos que mudam a sequéncia do DNA sdo chamados de
genotoxicos, ou seja, sdo toxicos para o gene. As mutacdes genéticas sdo muito
associadas ao desenvolvimento de cancer. A genotoxicidade de uma substancia é a
capacidade de produzir mutacéo genética por meio de mudanca na cadeia de DNA,
principalmente a sua clastogenia (capacidade de produzir quebra de cromossomos).

Portanto, conhecer a genotoxicidade de um agente quimico € essencial para
estabelecer o risco do mesmo para o homem (RIBEIRO et al., 2003).

Embora haja trabalhos avaliando a genotoxicidade da testosterona, eles sempre
foram realizados com doses supra-fisiolégicas de anabolizantes. Um deles é de
Almeida et al. (2011) que pesquisaram estes efeitos do decanoato de nandrolona e
mostraram sua genotoxicidade em células somaticas e germinais e efeitos
clastrogénicos em células da medula 6ssea, este Ultimo observado por meio do teste
do micronicleo e outros dois sdo de Dorn et al. (2007) que avaliaram a
citotoxicidade da tetrahidrogestrinona e trenbolona confirmando aumento
significativo da taxa de micronucleos e de Dorn et al. (2008) com o Madol 19-
norandrostenediona, confirmando o aumento de micronucleos e possivel efeito
citotoxico desses produtos. Tetrahidrogestrinona e trenbolona aumentaram a taxa
de micronucleos significativamente. Nao foram encontrados trabalhos usando doses

terapéuticas de metiltestosterona, o que torna necessaria tal avaliacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento isolado com a metiltestosterona sobre o sistema

cardiovascular, além do efeito geno e citotoxico, em ratas com ou sem ovariectomia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do tratamento isolado com metiltestosterona sobre a pressao arterial

média e frequéncia cardiaca basais de ratas com ou sem ovariectomia;

Avaliar o efeito do tratamento isolado com metiltestosterona sobre o controle reflexo
da presséo arterial: baroreflexo e reflexo de Bezold-Jarisch, de ratas com ou sem

ovariectomia;

Avaliar se o tratamento isolado com metiltestosterona determina hipertrofia cardiaca

de ratas com ou sem ovariectomia;

Avaliar a presenca de alteracdes ponderais e histopatolégicas dos principais 6rgaos

vitais: figado, rins e coracao, de ratas com ou sem ovariectomia;

Avaliar o efeito do tratamento com metiltestosterona sobre o Utero (dados ponderais)

de ratas com ou sem ovariectomia;

Avaliar se o tratamento isolado com metiltestosterona determina efeitos geno e

citotéxicos por meio do teste do microndcleo.
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Resumo

Objetivos: avaliar os efeitos cardiovasculares, hepaticos e renais, além da cito e
genotoxicidade do uso isolado de metiltestosterona (MT) em ratas com ou sem
ovariectomia.

Metodologia: os grupos sham veiculo (SHAM), sham tratado com MT (SHAM+MT),
ovariectomizado veiculo (OVX) e ovariectomizado tratado com MT (OVX+MT), 21
dias ap0Os castracdo iniciaram o tratamento com MT na dose de 0,04 mg/kg/dia ou
veiculo por 28 dias. Ao final houve registro de pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) basais e avaliacdo do barorreflexo e do reflexo Bezold-
Jarisch (RBJ). Em seguida, os animais foram eutanasiados e com retirada dos
orgaos: coracao, rins, figado e Utero para analise de peso e histolégica. Realizou-se
morfometria dos nucleos dos midcitos cardiacos. Os efeitos mutagénico e citotoxico
foram avaliados a partir do teste de micronucleo.

Resultados: A castracdo e/ou o uso da MT ndo promeveram alteracdes na PAM e
FC, no RBJ, nem alteracBes no peso e histoptolégicas no coracgéo, figado e rins. A
MT preveniu o ganho de peso corporal determinado pela castracdo. As ratas OVX e
OVX+MT apresentaram hipotrofia uterina em relagdo aos grupos SHAM. A castracao
diminuiu a funcao barorreflexa nos animais OVX, que foi prevenida pelo tratamento
com MT, na dose e tempo de tratamento estabelecido. A MT ndo apresentou efeito
geno e citotéxicos pelo ensaio do microndcleo, na dose Unica de 0,04 mg/kg.
Conclusdo: a metiltestosterona mostrou-se segura em relacdo ao sistema
cardiovascular, figado e rins e em relacdo a cito e genotoxicidade em células da
medula 6ssea. Além disso, a MT néo interferiu na hipotrofia uterina, nem no RBJ,

porém, preveniu o genho de peso e restaurou a sensibilidade do barorreflexo.

Palavras-chaves: Metiltestosterona - Barorreflexo - Reflexo Bezold-Jarisch -
Hepatotoxicidade - Genotoxicidade.
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Introducéo

As alteracbes hormonais, com reducao e/ou deplecédo de estrégenos e andrégenos,
gue ocorrem na menopausa causam inumeras repercussfes de ordem fisica e
comportamental nas mulheres, dentre eles, fogachos, secura nos olhos e vulvo
vaginal, aumento do risco de doenga cardiaca coronariana e de acidente vascular
cerebral’, perda de massa 6ssea, perda de massa magra, aumento da gordura
abdominal e de tecido adiposo visceral®, diminuicdo da receptividade sexual, da
libido e do prazer, diminuicdo de bem-estar, humor disférico e / ou motivacédo
embotados e persistente fadiga, além de alteracdes da cognicéo e da meméria®.

Mulheres de meia-idade e idosas vém passando por mudancas de estilo de vida
devido a longevidade, havendo uma maior valorizacdo da qualidade de vida no
periodo pés-menopausal’. Essa busca tem sido feita, também, por meio da
reposicdo hormonal nesta etapa da vida. Dentre os horménios repostos, estdo os
estrogenos, os progestagenos (estes com finalidade de proteger o endométrio da

acdo isolada do estrogeno) e, mais recentemente, os andrégenos.

O uso oral de testosterona e derivados (metiltestosterona) é uma das formas
preconizadas para a reposicdo androgénica, normalmente sob a dose de 1,25° a

2,50% mg/dia e tem demonstrado efeitos positivos sobre a resposta sexual.

A revisdo sistematica realizada pela Cochrane avaliou os riscos e 0s beneficios da
utilizacdo de testosterona em mulheres sob TRH. Foi observado que o uso de
testosterona em doses terapéuticas pode melhorar a funcdo sexual de mulheres que
estdo disfuncionais devido a idade, justificando a reposicdo deste horménio em
mulheres com reducao de libido. O acréscimo de testosterona (sob suas variadas
formas de apresentacdo) a TRH tem efeitos benéficos significativos na funcéo
sexual, quais sejam: aumento do numero de eventos sexuais satisfatorios e
prazerozos, aumento da intensidade de orgasmos, do grau de libido ou desejo e um
aumento da excitacdo sexual e melhoria da autoimagem sexual. © Em relacéo aos
riscos a adigdo de terapia com testosterona foi associada com maior incidéncia de
crescimento de pelos, de acne e reducao no HDL colesterol. Ressalta-se, entretanto,

gue complicacbes em longo prazo, como o cancer de mama, derrame e doencas
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coronérias, ainda ndo foram suficientemente pesquisados’. Também ndo foram
analisados na revisdo, os efeitos da TRH mais testosterona sobre a fungéo hepatica,

a histologia endometrial o sobre os perfis hormonais.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a seguranca da utilizagao
isoldada de metiltestosterona sobre o sistema cardiovascular, em especial sobre o
controle reflexo da presséao arterial, sobre 6rgaos vitais (figado, rins e coracdo) e o
Utero de ratas com ou sem ovariectomia. Além disso, também foi avaliada a
presenca de efeito geno e citotoxico sobre a medula 6ssea por meio do teste do

micronucleo.

Métodos

Animais

Obtencéo e Manutencdo dos Animais Experimentais

Os experimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica, Bioética e Bem Estar
Animal da UVV (CEUA — UVV; protocolo n° 115/2010). Foram utilizadas ratas Wistar
(Rattus novergicus albinus) com 12 semanas de vida e peso corporal entre 190 a
250 g. As ratas eram mantidas no biotério da Universidade Vila Velha, com
temperatura de 22+3°C, em um ciclo 12 h claro/12 h escuro, e tiveram livre acesso a
dieta padrdo com pellet (racéo Probiotério, Moinho Primor SA) e agua.

Grupos Experimentais

Os animais foram separados em grupos experimentais, sendo:

v' Grupo SHAM (n=6): ratas que sofreram cirurgia ficticia e que receberam apenas
o veiculo da metiltestosterona (metilcelulose);

v' Grupo SHAM+MT (n=6): ratas que sofreram cirurgia ficticia e foram tratadas com
metiltestosterona,

v' Grupo OVX (n=6): ratas ovariectomizadas e que receberam apenas o veiculo da

metiltestosterona (metilcelulose);
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v Grupo OVX+MT (n=6): ratas ovariectomizadas e que foram tratadas com

metiltestosterona.

Ovariectomia das Ratas

A ovariectomia das ratas foi realizada sob anestesia: Hidrocloreto de Cetamina
(anestésico): 11,5 mg/100g peso intraperitoneal (i.p.) e Xilazina (relaxante muscular):
0,1 mg/100g peso i.p.2°, por meio de injecéo intraperitoneal, no quadrante inferior

esquerdo do abdomen.

A técnica utilizada consistiu em uma inciséo de 1,0 a 1,5 cm entre a ultima costela e
a coxa, a 1,0 cm da linha mediana, seguida de uma incisdo na camada muscular,
abertura da cavidade peritoneal para posterior ligadura das trompas uterinas e
remocao dos ovarios. O procedimento foi realizado bilateralmente. Apos a retirada
dos ovérios foi realizada sutura da musculatura e da pele com fio de nylon 3,0
monofilamentado®®. Ao final do procedimento foi administrado 0,1 ml do antibiético

Enrofloxacina a 2,5% (Flotril®, Schering-Plough) via intramuscular.

As ratas SHAM foram obtidas por meio da realizacdo de cirurgia ficticia, ou seja, foi
realizada incisdo em parede abdominal, sob o0 mesmo procedimento anestésico,

mas nao foram retirados os ovarios.

Citologia Vaginal das Ratas

A coleta de secrecéo vaginal das ratas, para fim de citologia vaginal, foi realizada
com uma pipeta de polietileno que continha uma gota (0,3 ml) de solucdo salina a
0,9%. A ponta da pipeta foi introduzida no orificio vaginal das ratas, tendo o soro

I**. O contetdo da pipeta foi entéo,

sido ejetado e aspirado da cavidade vagina
pingado em lamina histoldgica limpa e identificada, misturado a uma gota de lugol e

coberto pela laminula para observacédo ao microscopio.

Foi feita observacdo das células a fresco, sob o microscépio 6tico binocular (Leica
DMI/LS, Leica — Germany), para identificacdo da fase do ciclo estral. Essa avaliagao

foi feita de acordo com as seguintes caracteristicas™?:
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v Diestro |, também chamado de metaestro: quando se observa presenca de
células nucleadas, escamosas e leucécitos em igual quantidade;

v Diestro Il: com presenca de células nucleadas e leucécitos a observacédo
microscopica;

v Proestro: auge da producdo estrogénica, quando apenas células nucleadas
sdo vistas na andlise microscopica,;

v' Estro: queda da producéo estrogénica e, na andlise da citologia observa-se

apenas ceélulas escamosas.

As ratas ovariectomizadas foram experimentadas apenas se confirmada a
interrupcdo do ciclo e com caracteristicas de citologia vaginal compativeis com a
fase Estro. Ja as ratas SHAM foram experimentadas apenas se estivessem ciclando

normalmente e & época do experimento deveriam estar na fase Proestro.

Protocolo de tratamento

Metade das ratas foi ovariectomizada e a outra metade foi submetida a cirurgia
ficticia. No vigésimo primeiro dia apdés a cirurgia, elas foram pesadas, divididas
aleatoriamente em dois grupos cada. Um dos grupos foi tratado por 28 dias com
metiltestosterona e o outro apenas com o veiculo, produzindo, assim 0s quatro
grupos experimentais: SHAM (n=6); SHAM+MT (n=6); OVX (n=6) e OVX+MT (n=6).

A dose de metiltestosterona diaria foi baseada na dose diaria preconizada para
mulheres (2,5 mg/dia)®, considerando uma mulher de 70Kg. Portanto, usou-se a
dose de 0,04 mg/kg e o peso das ratas foi reavaliado semanalmente para

adequacao da dose do farmaco.

A metiltestosterona foi solubilizada na concetracdo de 1,25 mg/mL de solugéo
aguosa com metilcelulose (0,5%). O veiculo foi composto apenas da solugcdo de
metilcelulose a 0,5%. Tanto a metiltestosterona quanto o veiculo foram
administrados via oral, por meio de gavagem. Os frascos foram mantidos em

recipientes fechados e acondicionados em geladeira.

Avaliacdo da Hemodinamica Cardiovascular
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Foi aferida a pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) das ratas

quatro semanas apo6s o uso de metiltestosterona (MT) ou do veiculo.

Os registros de PAM e FC foram obtidos por meio de cateter implantado na artéria
abdominal via artéria femoral esquerda. A veia femoral esquerda também foi
cateterizada para possibilitar as administracdes de drogas e infusdo de salina
durante as avaliagbes dos reflexos cardiovasculares. Os cateteres foram
confeccionados utilizando-se um tubo de polietileno PE-50 (Clay Ams, parsippany,
EUA) de 15 cm de comprimento, unidos a um PE-10 de 5 cm por meio de

aguecimento sob mandril.

As medidas hemodinamicas foram realizadas com as ratas acordadas, pelo menos
12 h apos o processo de cateterizagdo, por meio da conexao do ceteter arterial a um
transdutor de presséo (Spctramed-Statham, P23XL, USA) acoplado a um sistema de

aguisicao de dados biologicos (Biopac system, MP100, Santa Barbara, CA, EUA).

Avaliacao do Barorreflexo Arterial

Para avaliacdo do Barorreflexo foram utilizadas doses randomizadas de fenilefrina
(0,5 — 8 upg/Kg) ou nitroprussiato de sédio (1- 16 pg/Kg) que induziram,
respectivamente, aumentos e reducbes na PAM e resposta reflexa de reducédo e
aumento na FC. As doses foram injetadas em intervalos de 5 minutos, tempo
suficiente para recuperacdo dos dados para valores basais. As drogas foram
dissolvidas em salina (0,9%) e injetadas em volume constante de 0,05 mL / 100g de
peso corporal, com um volume de administracdo de aproximadamente 0,1 mL de
salina. Os valores de PAM e FC foram medidos antes e depois da administracéo de
fenilefrina e nitroprussiato de sédio e os picos de mudancas nas duas variaveis
foram usados na avaliagdo dos resultados. A relagdo entre as mudancas na PAM e
respectivas alteracdes na FC foi avaliada por andlise de regresséo. O coeficiente de
regressao (inclinagdo da curva) expresso como batimentos por minuto/mmHg foi
utilizado como um indice da sensibilidade do Barorreflexo frente a fenilefrina (BRSpg)

e ao nitroprussiato (BRSyp) *°.
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Avaliacédo do Reflexo Bezold-Jarich

O reflexo de Bezold-Jarisch foi ativado quimicamente pela injecdo intravenosa in
bolus de doses randomizadas de fenilbiguanida (1,5- 24 mg kg-1; Sigma Chemical
Co., St. Luis, MO, EUA). Para administracdo das doses de fenilbiguanida, o cateter
venoso foi conectado a uma microseringa (Hamilton, EUA), através de um cateter de
polietileno (PE 10), preenchido com salina. Entre cada dose foi dado um intervalo de
10 minutos para o retorno dos valores de presséao arterial diastélica (PAD) e FC para

oS niveis basais.

O reflexo foi identificado por reducbes dose-dependentes na PAD e FC,
simultaneamente, e avaliado através do valor relativo maximo de queda da FC e

PAD ap6s cada dose de fenilbiguanida™®.

Andlise Ponderal e Histopatoldgica de figado, Gtero, rins e coracao

Ganho de peso corporal
As ratas foram pesadas no dia da castracdo ou da cirurgia ficticia (peso inicial) e
tiveram seus pesos reavaliados ao final do protocolo de tratamento (peso final), um

dia antes da realizacdo dos experimentos.

Analise ponderal das visceras

Apoés a eutandsia por decaptacdo com auxilio de guilhotina, foi procedida a abertura
da cavidade téraco-abdominal das ratas para retirada dos érgaos (coracéo, figado,
rins e Utero) que foram posteriomente analisados. Imediatamente ap0s a sua
retirada, os orgaos foram dissecados, retirando-se toda a gordura, mergulhados em
salina, secos com papel e pesados (peso umido). O peso dos 6rgaos foi utilizado

para se obter a relacao peso do 6rgao/peso corporal final (mg/qg).

Analise Histopatologica das visceras

O figado, coracgdo, rins das ratas foram acondicionados em frascos com formol a
10%, para fixacdo e encaminhados para andlise histopatolégica, que foi realizada
por patologista cego para o estudo.
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As amostras de tecido foram desidratadas e, em seguida, as pecas foram
impregnadas e incluidas em parafina para estudo histolégico. Cortes de 5 pm de
espessura foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) e destinados a

observacdo em microscopio 6tico binocular (Leica DM/LS, Leica — Germany).

Por meio de analise qualitativa foram observadas as possiveis alteragcdes macro e

microscopicas do figado, coracao e rins.

Morfometria dos nucleos dos miocitos cardiacos

ApOs a avaliacao histopatoldgica, foi realizada a captura de imagens, dez campos de
cada lamina, para andlise morfométrica dos coracdes. Foram avaliados os seguintes
parametros: medida da area dos nucleos dos midcitos e nimero de midcitos/campo
em aumento de 400x. Para a captura e andalise das imagens foi utilizado microscopio
otico binocular (Leica DM/LS, Leica — Germany) acoplado ao sistema de aquisi¢édo e
analise morfométrica (MOTICOM 2000; MOTIC INSTRUMENTS INC., Canada).

Determinacédo do efeito geno e citotoxico da metiltestosterona por meio do teste do

micronucleo

Grupos experimentais
Para a realizacdo do teste do micronucleo, novos grupos experimentais foram
utilizados apenas para esta finalidade. Os animais foram divididos da seguinte

forma:

v" Grupo CN, grupo controle negativo (n=5): recebeu somente o veiculo;

v' Grupo CP40, grupo controle positivo (n=5): recebeu uma administracdo de
ciclofosfamida (40mg/kg de rata) 24h antes da eutanasia;

v' Grupo MT, grupo tratado com metiltestosterona (n=5): recebeu a

administracéo da droga (0,04 mg/kg de rata) 24 h antes da eutanasia.

Ensaio do micronucleo

1.1 Os animais foram

O ensaio foi conduzido conforme Schmid®® e Ribeiro et a
eutanasiados e a medula 6ssea contida nos dois fémures de cada animal foi retirada

com o auxilio de agulha e seringa previamente preenchida com 4mL de soro fetal
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bovino. Essa suspensdo foi agitada com o auxilio da pipeta de Pasteur e
posteriormente centrifugada, por 10 minutos, a 1200 rpm. O sobrenadante foi
parcialmente descartado, o restante foi ressuspenso para a confeccdo dos

esfregacos.

Os esfregacos foram preparados pingando-se duas gotas da suspensdo na
extremidade fosca de uma lamina e, com o auxilio de outra |Amina inclinada num
angulo de 45° e secas a temperatura ambiente. Apds a secagem, as laminas foram
fixadas com metanol e coradas com corante de Leishman. Foram preparadas trés
laminas de cada animal, e estas foram lidas em microscopio, no aumento de 100x.
Para cada lamina foram contadas 1.000 células, sendo que nas primeiras 200
células contou-se tanto Eritrocitos normocromaticos (ENC) quanto eritrécitos
policromaticos (EPC). AplOs atingir esse valor seguia-se a contagem de apenas
EPC’s até completar-se 1000. Pelo menos 2.000 EPCs foram contados e analisados

por animal™>*’.

Os critérios para identificacdo do micronucleo sdo seu tamanho, a sua forma e
coloracdo. No tamanho, eles devem ter 1/10 a 1/20 do tamanho do EPC. O
micronucleo deve ser arredondado ou oval, com contorno liso e definido, e coloragéo
azul escuro. O microndcleo, geralmente, apresenta menor evidencia de estrutura
interna que o nucleo das células nucleadas, mas sdo semelhantes, em aparéncia, a
esses nucleos. A andlise foi realizada por dois individuos cegos para o0 experimento

para cada lamina.

O resultado de genotoxicidade foi expresso pelo namero de EPC contendo
micronudcleos (EPCMN) e o resultado de citotoxicidade pela razdo entre a
quantidade ENC e EPC (ENC/EPC).

Analise estatistica

Os valores foram expressos como a media * erro padrédo da média (E.P.M.) e os do
teste do micronucleo com a média + desvio padréo (D.P.) Os dados de todos os
testes foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de uma via. As
modificacdes na PAD e FC induzidas pela fenilbiguanida no RBJ foram submetidas a

ANOVA de duas vias. Em seguida utilizou-se o teste post-hoc de Tukey para
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comparacdes multiplas. Diferencas foram tomadas como significativas quando p
<0,05.

Resultados

Citologia Vaginal das Ratas

As ratas dos grupos OVX e OVX+MT apresentaram apenas células escamosas na
andlise dos esfregacos vaginais, compativel com a fase Estro. Ja os esfregacos
vaginais das ratas SHAM e SHAM+MT revelaram a presenca de células nucleadas,
compativel com a fase Proestro. Esses resultados referem-se a coleta de material

feita na véspera do experimento.

Hemodinamica Cardiovascular

N&o houve diferenca na PAM (SHAM: 106+2 mmHg; SHAM+MT: 10743 mmHg;
OVX: 106x7 mmHg; OVX+MT: 107+3 mmHg), nem na FC (SHAM: 339+13 bpm;
SHAM+MT: 31813 bpm; OVX: 340£15 bpm; OVX+MT: 337+£9 bpm) basais entre os
diferentes grupos experimentais.

Barorreflexo Arterial

As tabelas 1 e 2 apresentam o resultado da variagcdo da FC frente aumentos ou
redugbes da PAM induzidos pela fenilefrina e nitroprussiato, respectivamente. A
castracdo das ratas determinou reducdo das respostas taqui e bradicardicas do
barorreflexo (p<0,01 em relacdo aos grupos SHAM e SHAM+MT) e o tratamento
com metiltestosterona foi capaz de reverter essa alteracdo nas ratas do grupo
OVX+MT (p<0,01 em relagéo ao grupo OVX, nas trés ultimas doses de fenilefrina e
em todas as doses de nitroprussiato). Adicionalmente, as ratas castradas
apresentaram reducao da sensibilidade do barorreflexo, tanto em relacdo a ativacao
pela fenilefrina (BRSpe= -1,611+0,110 bpm™.mmHg™?) quanto pelo nitroprussiato
(BRSnp= -2,727+0,232 bpm™.mmHg™?), em comparacdo com as ratas SHAM com
(BRSpe= -2,075+0,112 bpm™.mmHg™; BRS\p= -3,77440,255 bpm™.mmHg™) ou sem
(BRSpe= -2,352+0,207 bpm™.mmHg™; BRSne= -3,540+0,137 bpm™>.mmHg™) o uso

de MT. O tratamento com MT também foi capaz de recuperar a sensibilidade do



39

barorreflexo nas ratas do grupo OVX+MT (BRSpe= -2,356+0,199 bpm™.mmHg™;
BRSyp= -3,824+0,255 bpm™.mmHg™), conforme representado na Figura 1.

Tabela 1: Aumento da PAM (mm Hg) evocados por fenilefrina e reducéo

reflexa da FC (batimentos por minuto) em ratas SHAM e OVX apds tratamento

com MT.

Felilefrina (ug.Kg™; i.v.)
Groups 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0
SHAM
APAM 23,345 28,845 35,2+4 51,35 70,145
AFC -56,2+6 -64,7+4 -80,345 -121,847  -185,546
SHAM+MT
APAM 26,5+4 30,83 40,3+4 -59,5+6 6745
AFC -54,745 -61,2+6 -83,745 -123,6%8 -180+7
OVX
APAM 19,845 25,444 34,815 48,35 60,445
AFC -34,8#3"  -43,1%5 -57,6£3°  -86,4#5 = -1154+6"
OVX+MT
APAM 18,8+4 26,845 39,413 49,8+4 65,446
AFC 42,8457 -42.8+4"  -78,4+3%  -108,8+6%° -182,6+7%°

Valores estdo expressos como média + E.P.M. "p<0.01 comparado com o0s
grupos SHAM e SHAM+MT. 3%p<0.01 comparado com grupo OVX.



Tabela 2: Decréscimo na PAM (mm Hg) evocado por nitroprussiato e aumento
reflexo da FC (batimentos por minuto) nas ratas SHAM e OVX apds tratamento
com MT.
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Nitroprussiato (ug.Kg™; i.v.)

Groups 1.0 2.0 4.0 8.0 12.0
SHAM

APAM -17,3+3 22,845  -28,3.2+4  -33,245 -40,5+5
AFC 61,32 83,7+4 101,245  -117,8%7  -156,5%6
SHAM+MT

APAM -15,4+4 -23,443 -30,2+4 -35,2+6 -39,445
AFC 57,745 -89,5+6 116,245 129,68 147,647
OVX

APAM -12,445 -20,3+4 -26,745 -31,545 -41,2+45
AFC 42,437 56,425 74,1437 81,85 99,846
OVX+MT

APAM -16,8+4 -22,345 -28,9+3 -34,8+4 -39,8+6
AFC 69,845%  85,6+4°%° 108+7%  129,8+6%°  153,4+7%

Valores estdo expressos como média + E.P.M. ~p<0.01 comparados com 0s
grupos SHAM e SHAM+MT. 3%p<0.01 comparado com grupo OVX.
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Figura 1: Sensibilidade do barorreflexo (BRS) em relacdo a fenilefrina (Painel A;
BRSpg) ou ao nitroprussiato (Painel B; BRSyp) em ratas SHAM e OVX. S: animais
sham operados; S+MT: ratas sham operadas com tratamento de metiltestosterona;
C: animais castrados; C+MT: animais castrados com tratamento de
metiltestosterona. Valores estdo expressos como média + E.P.M. “p<0.01 and
"p<0.05 comparado com grupo SHAM. **p<0.01 e *p<0.05 comparado com grupo
SHAM+MT. %8p<0.01 comparado com grupo OVX.

Reflexo Bezold-Jarisch

Como pode ser observado na Tabela 3, a fenilbiguanida determinou reducdes dose-
dependetes na PAD e FC. Nem a castracdo nem o tratamento com a
metiltestosterona alteraram a resposta hipotensora e bradicardica induzidas pela

fenilbiguanida e, portanto, ndo houve alteragéo do reflexo Bezold-Jarisch.
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Tabela 3: Decréscimo (percentagem; %) na presséao arterial diastélica (PAD) e
frequéncia cardiaca (FC) provocado por injecdo de fenilbiguanida em ratas
SHAM e OVX tratadas com MT

Fenilbiguanida (ng.Kg™; i.v.)

Groups 1.5 3.0 6.0 12.0 24.0
SHAM

PAD 27,913 41,75 68,414 77,815 89,1145
FC 33,816 47,314 59,045 72,547 80,316
SHAM+MT

PAD 24,844 47,43 63,14 72,416 86,215
FC 24,615 50,516 64,515 78,118 81,87
OVvX

PAD 18,815 37,16 60,915 74,515 83,715
FC 23,813 52,65 65,113 74,315 84,916
OVX+MT

PAD 19,616 36,317 65,813 81,8+4 90,316
FC 33,15 44 514 58,67 71,1+6 81,917

Valores sdo expressos como média = S.E.M.

Ganho de peso corporal

N&o houve diferenga significativa no peso corporal inicial das ratas dos diversos
grupos experimentais (SHAM=160,7+3,2g; SHAM+MT=154,845,1¢;
OVX=157,1+4,3g; OVX+MT=164,3t5,4). Entretanto, ao final do periodo de
tratamento as ratas do grupo OVX apresentaram peso corporal (265+12g; p<0,01) e
ganho de peso (AP=81,3t9g; p<0,01) superiores aos grupos SHAM (214+7q;
AP=41,0+8,19) e SHAM+MT (219+7g; AP=545+6,2g). O tratamento com MT
preveniu esse aumento e ganho de peso nas ratas OVX+MT (219+10g;

AP=47,6+4,79; p<0,01 em relacéo ao grupo OVX).

Relacado peso das visceras/peso corporal e histopatologia das visceras
Conforme pode ser observado na Tabela 4, ndo houve diferenca na relagcdo peso
das visceras/peso corporal entre os diferentes grupos experimentais. Com relacéo

ao utero, as ratas OVX apresentaram reducdo da relacdo peso do Uutero/peso
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corporal em relagéo aos grupos SHAM (p<0,01). O tratamento com MT né&o foi capaz
de alterar essa reducéo no grupo OVX+MT.

Tabela 4: Efeito da castracdo e do tratamento com metiltestosterona na relacdo do
peso do coracgdo, rim direito e esquerdo, figado e utero (COR/PC, RD/PC, RE/PC,
FIG/PC, U/PC) pelo peso corporal das ratas dos grupos.

Grupos COR/PC RD/PC RE/PC FIG/PC u/PC

SHAM 3,437+0.162 3,591+0.236 3,805+0.208 31,554+2.892 2,264+0.256
SHAM+MT 3,417+0.164 4,040+0.325 3,815+0.193 33,683+1.274 1,987+0.321
OVX 3,144+0.191 3,406+0.228 3,461+0.181 31,054+3.091 0,931+0.135"

OVX+MT  3,532+0.173 3,949+0.172 3,822+0.238 32,476+1.339 0,897+0.213"

Valores estio expressos como média + E.P.M. “p<0.01 comparados com grupo SHAM
e SHAM+MT.

A analise histopatolégica revelou que ndo houve diferenca microscopica no
parénquima hepatico, renal e no musculo cardiaco entre as ratas dos grupos

experimentais.

Morfometria dos midcitos cardiacos

N&o foi observada nenhuma diferenca entre os grupos experimentais nos dados
morofmétricos analisados: ndmero de ndcleos de midcitos por campo de alta
resolucado (SHAM: 5,7+0,2; SHAM+MT: 4,9+0,4; OVX: 5,6£0,5; OVX+MT: 5,1+0,6) e
area dos nicleos dos miécitos cardiacos (SHAM: 951+15pum?% SHAM+MT:
983+19um?; OVX: 944+23pum?; OVX+MT: 979+17um?).

Ensaio do micronucleo

Conforme pode ser observado na Tabela 5, os animais do grupo controle positivo
apresentaram maior numero de EPCMN e menor relagdo ENC/EPC comparado ao
grupo CN (p<0,01). Os animais que receberam MT ndo apresentaram valores de
EPCMN e ENP/EPC diferentes do controle negativo, mas foram significativamente

menores e maiores, respectivamente, que os valores do grupo CP40 (p<0,01).
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Tabela 5: Namero de erotrocitos policrométicos (EPC) e normocromaticos (ENC) em
200 células e eritrocito policromético micronucleados (EPCMN) em 2000 EPCs, e a

relacdo de EPC/ENC, na medulla éssea das ratas.

Grupos EPC ENC EPCMN EPC/ENC
CN 112+13 95+11 2.4+1.1 1.17+0.31
CP40 5645 14615~ 54.6+4.7" 0.380.04"
MT 106+7%8 1053 3.3+1.3% 1.01+0.09%

CN: Controle Negativo; CP40: Controle positivo (Ciclofosfamida 40mg/kg); MT:
Grupo tratado com metiltestosterona (0,04 mg/Kg). Valores estédo expressos como
média + E.P.M. "p<0.01 comparado com grupo CN. %% p<0.01 comparado com grupo
CP40.

Discussao

O presente trabalho demonstra evidéncias de que o tratamento com MT na dose de
0,04 mg/kg em ratas apresenta seguranca para o0s principais 6rgaos vitais sem efeito
cito e genotoxico. Além disso, a MT ndo s6 monstrou-se segura para 0 sistema
cardiovascular como também reverteu o prejuizo do baroreflexo nas ratas
ovariectomizadas. O tratamento com MT também preveniu o ganho de peso corporal

gue ocorre com a castracao.

Efeito positivo da testosterona sobre o barorreflexo foi observado em ratos
machos™®, porém, o efeito de androgénios sobre esse reflexo em fémeas n&o foi
avaliado. El-Mas et al.”® observou que a castracdo de ratos machos atenuou
significativamente o controle da bradicardia reflexa pelos barorreceptores e que

houve restauracdo do mesmo em ratos submetidos a reposicéo de testosterona.

El Mas et al.’® demonstrou que o comprometimento da func&o barorreflexa induzido
pela ciclosporina ocorreu através de reducdo dos niveis plasmaticos de testosterona
e, consequente inibicdo de efeito facilitador desse horménio sobre o controle
cardiaco vagal. Ward e Abdl-Rahman'®, demonstraram que a melhoria do
barorreflexo pela testosterona néo foi correlacionada a sua aromatizacao, visto que

ndo foi observado aumento do nivel de 17B-estradiol no soro dos ratos
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orquiectomizados tratados com testosterona. Também foi demosntrado que o efeito
da testosterona foi mediado por acdo em receptores androgénicos, jA que a
flutamida foi capaz de determinar atenuacdo da bradicardia induzida pelo

barorreflexo?.

Apesar de os resultados da agédo da testosterona sobre o barorreflexo em ratos
machos apontarem para uma acdo direta desse hormdnio, sem a interferéncia de

19,20

sua aromatizacao <", ndo tem como ser excluida essa possibilidade no presente

trabalho, j& que os niveis plasmaticos desses hormoénios ndo foram avaliados.

O 17pB-estradiol aumenta a bradicardia mediada pelo barorreflexo, fato comprovado
pelos experimentos com 0 uso deste estrégeno em ratos machos? e em ratas
ovariectomizadas submetidas a reposicdo de estrogenos®’. El-Mas e Abdel®
também observaram que o tratamento de ratas ovariectomizados com reposicao de
17 beta-estradiol aumentou significativamente a sensibilidade do barorreflexo Em
mulheres, a sensibilidade barorreflexa (BRS) aumenta nas fases do ciclo menstrual
nas quais os horménios gonadais estao elevados, sendo que esta variacao € abolida
pela ovariectomia®®. Camundongos fémeas castrados e com reposicdo de 17 B-

estradiol tiveram melhoria do barorreflexo induzido pela fenilefrina®.

Além de uma acédo direta sobre receptores androgénicos e sua aromatizacéo, outra
possibilidade para explicar o efeito da MT sobre o barorreflexo seria a acéo central
da testosterona por pelo menos dois mecanismos centrais. O primeiro deles é a
facilitacdo da neurotransmissdo glutamatérgica que € fundamental para o
processamento central das informacdes dos barorreceptores®. O segundo
mecanismo relaciona-se com o fato de a testosterona aumentar a expressdo do
MRNA central da vasopressina, que é conhecida por melhorar a funcéo
barorreflexa.?” Adicionalmente, os receptores de androgénio tém sido caracterizadas
em areas do tronco cerebral que estdo envolvidas na integragcédo do barorreflexo?’?8
e é possivel, por conseguinte, que androgenos possam atuar nestes centros vagais
do tronco cerebral para modular a atividade cardiomotora®’.

|.29

Liu et al.”” em seu trabalho, verificaram a acao isolada de testosterona e de

estradiol e acdo combinada de ambos em ratas ovariectomizadas submetidas a
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isquemia e reperfusdo, concluindo que nos trés grupos houve reducdo da
desidrogenase latica e de apoptose de midcitos ventriculares. Portanto, a

testosterona isolada também revelou aumento da cardioprotecao.

Ao contrario do barorreflexo, 0 RBJ ndo sofreu alteracdo no grupo OVX e nem com
reposicdo com MT. Isso indica que, provavelmente, o funcionamento deste reflexo
nao sofre grande influéncia dos niveis de estrogénio e que a MT néo seria capaz de
aumentar a sua sensnibilidade para além de seu funcionamento normal. E sabido
que a hipertrofia cardiaca influencia negativamente a funcdo do RBJ'#19%%?? e de
acordo com os resultados do presente trabalho, nem a castracdo, nem a reposicao
com MT foi capaz de determinar hipertrofia cardiaca, o que pode explicar a auséncia
de efeito sobre o RBJ. N&o é do conhecimento dos autores a existéncia de dados da
literatura sobre o efeito da castracdo tanto de machos quanto de fémeas sobre o
RBJ. Os Unicos dados encontrados sobre a influéncia de androgénios sobre o RBJ
sao os estudos do nosso laboratério em que se observou prejuizo do funcionamento
do RBJ sobre influéncia de doses supra-fisiolégicas desses horménios®*31%. No
presente estudo, entretanto, as doses utilizadas foram baixas, o que pode ajudar a

explicar a diferenca dos resultados.

A castracdo e a reposicdo com MT nao foram capazes de determinar aletracdes na
PAM e FC basais. Isso poderia ser em decorréncia do tempo de castracdo avaliado,

porém, Tatchum-Talom et al.*

comparou tais respostas entre ratas sham e ratas
ovariectomizadas ap0s sete meses de castracdo e também ndo encontrou
diferencas. A presenca de outros mecanismos compensatérios a auséncia de

estrogénio parece, entdo, ser uma explicacdo mais plausivel.

A MT foi capaz de prevenir o aumento de ganho de peso nas ratas

ovariectomizadas. Pantaledo et al.®

, observou menor ganho de peso em ratas
tratadas com tibolona e, portanto, esse efeito da MT, pode ser resultado de sua
aromatizacéo e, consequente efeito estrogénico. A avaliacdo do ganho ponderal das
ratas também é importante porque é significativamente relacionado ao aumento de
riscos cardiovasculares®*. Portanto, a prevencdo do aumento do peso corporal das
ratas castradas e tratadas com MT, pode indicar, também, reducdo do risco

cardiovascular.
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A andlise macro e microscopica do figado, rins e coragdo, nos quatro grupos
estudados, mostrou auséncia de repercussdes sobre tais 0rgdos, além de auséncia
de alteracdo ponderal destas visceras no final do tratamento, o que indica que néo
houve efeito toxico da MT sobre esses 6rgdos. Experimento anterior realizado por

Wason et al.*®

revelou aumento de glicogénio intracelular e aumento de eosinofilos
na zona centrolobular no figado, além de dilatacao corticotubular difusa dos rins das
ratas, porém com doses muito mais altas (600 mg/kg) do que as usadas em nosso

experimento.

A MT néo foi capaz de reverter a hipotrofia uterina induzida pela castragdo, o que
pode indicar auséncia de aromatizacdo ou formacédo de estrogénio em quantidade
insuficiente para esse efeito, ja que o estrogénio é conhecidamente trofico para o
Utero® e, ainda, podendo determinar metaplasia e hiperplasia que poderia cursar

com desenvolvimento de cancer*.

A avaliacdo do efeito mutagénico e citotoxico de metiltestosterona foi feita por meio
do ensaio do micronucleo in vivo em ratos. Observou-se que a dose de
metiltestosterona utilizada ndo provocou aumento no numero de eritrécitos
policromaticos micronucleados (EPCMN) em relacdo ao controle negativo, indicando
gue a metiltestosterona ndo apresenta acdo mutagénica na dose utilizada, ja que o
resultado é considerado positivo para mutagenicidade apenas se 0 grupo teste
apresentar um aumento estatisticamente significativo na frequéncia de EPCMN
relacionado ao tratamento em qualquer tempo de amostragem'®. Na avaliacdo da
citotoxicidade da  metiltestosterona  utilizou-se a relacdo  eritrOcitos
policromaticos/eritrécitos normocromaticos (EPC/ENC). O grupo tratado com
metiltestosterona apresentou diferenca significativa da relacdo EPC/ENC comparado
ao grupo CP40, ndo sendo diferente do resultado do grupo CN. Assim, este dado
indicou que a metiltestosterona n&o apresenta atividade citotéxica*®. Aimeida et al.®’
observaram que o decanoato de nandrolona apresentou genotoxicidade em células
somaticas e germinais e efeitos clastrogénicos em células da medula 6ssea, porém
em doses supra-fisiologicas. Outros androgénios foram capazes de determinar
aumento de microntcleos, como tetrahidrogestrinona e trenbolona®, e Madol a 19-

norandrostenediona®.
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Em sintese, ao analisar os resultados deste trabalho, pode-se concluir que a MT em
dose terapéutica (0,04mg/kg) usada de modo isolado por 28 dias, sem associagcéo
com estrogenos, apresenta efeito benéfico sobre o barorreflexo e ndo evidenciou
toxicidade relativa a figado, rins e coracéo, nem efeitos deletérios sobre a PAM, FC
e reflexo de Bezold-Jarisch. Mostrou-se, ainda, segura em relacéo a citotoxicidade e
mutagenicidade em células de medula éssea. A acdo do seu uso isolado, sem
adicao de estrogeno e progesterona, necessita de estudos mais detalhados, com o
propésito de investigar as repercussdes sobre mamas e endométrio uterino, com
uso por tempo prolongado, ja que analises morfométricas e histopatoldgicas do Utero

nao foram realizadas no presente trabalho.

Perspectivas

Tem grande importancia clinica a avaliacdo da seguranca da metiltestosterona para
sua prescricdo a mulheres menopausadas com queixa de declinio de desejo sexual
e dificuldade de orgasmo. H4, ainda, relevancia na avaliacdo do seu uso isolado,
sem adicdo de estrégenos e progestagenos, visto que ha pacientes portadoras de
contra-indicagdo para o uso de estrogenos e que deixam de ser beneficiadas no
tratamento especifico de disfun¢des sexuais por falta de experimentos avaliando as
repercussdes do uso isolado de andrégeno em doses terapéuticas em mulheres. Se
os dados de seguranca aqui obtidos forem confirmados clinicamente abre-se outra

perspetivas para a melhoria da qualidade de vida da mulher pés-menopausada.
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4 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste trabalho concluimos que a metiltestosterona em
dose terapéutica e usada de modo isolado, sem associacdo com estrOgenos ou
progestagenos, apresenta: a) efeito benéfico sobre o barorreflexo; b) auséncia de
toxicidade sobre parénquima hepético; c) auséncia de efeitos prejudiciais sobre
parénquima renal; d) preservacdo de PAM, FC, reflexo de Bezold-Jarisch e musculo
cardiaco; d) seguranca em relacdo a citotoxicidade e mutagenicidade. No entanto,
sdo necessarios estudos adicionais com o propdsito de investigar a ocorréncia de
hiperplasia endometrial com uso do farmaco por tempo mais prolongado e, ainda, o

mecanismo pelo qual a metiltestosterona modula a resposta do barorreflexo.
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