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RESUMO

HERINGER, Otavio Arruda. MSc. em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Vila
Velha-ES, Marco de 2014, Influéncia dos niveis de testosterona sobre o reflexo
cardiopulmonar e enzima conversora de angiotensina em ratos. Orientador:
Tadeu Uggere de Andrade.

O papel dos andrégenos no controle da pressao arterial em homens, especialmente
com o aumento da idade, ndo € claro. Dentre os diversos mecanismos de controle
do sistema cardiovascular, destacam-se os reflexos cardiovasculares, tais como o
Reflexo Bezold-Jarisch (RBJ), e o Sistema Renina-Angiotensina (SRA). Relagao
entre 0 SRA e RBJ tem sido reportada onde é observado efeito positivo do SRA
sobre o funcionamento do RBJ. Adicionalmente, relagdo entre androgénios, RBJ e
SRA ja reportada, indicando que o0 prejuizo do RBJ induzido por doses
suprafisiolégicas de andlogos de androgénios ocorre, pelo menos em parte, pela
influéncia do SRA. Entretanto, a relacdo entre os niveis fisioldégicos de testosterona
sobre 0 RBJ e 0o SRA ainda nédo foi estudada. O objetivo do estudo foi o de
determinar a influéncia da castracdo de ratos sobre o funcionamento do reflexo
cardiopulmonar (Bezold-Jarisch), parametros morfométricos cardiacos e atividade da
ECA plasmatica e cardiaca. Neste experimento os animais foram divididos em grupo
SHAM, ratos submetidos a cirurgia ficticia, CAS24H, CAS72H, CAS7D e CAS21D
constituidos de ratos castrados com tempos ap0s castracdo de 24 e 72 horas, e 7 e
21 dias, respectivamente. Avaliou-se o RBJ pelas quedas méximas na frequéncia
cardiaca (FC) e presséao arterial diastélica (PAD), induzidas por doses crescentes de
fenilbiguanida (FBG 1,5 - 24 ug/kg), a atividade da ECA cardiaca e plasmética pela
clivagem de Hip-Gli-Gli, e os parametros morfométricos: nucleos por campo,
perimetro nuclear e relacdo peso coracao e peso corporal. Ndo foram observadas
alteracdes morfolégicas nos grupos submetidos a castracdo em relacdo ao grupo
SHAM. Observou-se reducdo nos niveis de testosterona a partir de 24 horas de
castracdo atingindo o menor valor apés 21 dias (SHAM: 2,387+0,151; CAS24H:
0,09040,005; CAS72H: 0,067+0,004; CAS7D: 0,052+0,002; CAS21D: 0,022+0,003,
em ng/dL), o que ndo foi acompanhado de alteragdes nos niveis de 17p-Estradiol
SHAM: 4,5+0,9; CAS24H: 3,7+0,7; CAS72H: 3,9+0,6; CAS7D: 4,2+0,8 e CAS21D:
3,81£0,6 em ng/dL). A castracdo levou a uma reducao gradual do funcionamento do
RBJ, a partir de 72h, as quais atingiram o maximo apés 21 dias nos grupos
castrados em comparacdo com o grupo SHAM (6 pg/kg; SHAM: 77+7; CAS24H:
63+£10; CAS72H: 55+6; CAS7D: 54+4; CAS21D: 352, em %). Nao foi observada
diferenca nos valores basais de Pressdo Arterial Média (PAM) (SHAM: 10443,
CAS24H: 101+5; CAS72H: 108%4; CAS7D: 110+4 e CAS21D: 105+4, em mmHg) e
FC dos grupos experimentais (SHAM: 306%£9; CAS24H: 295+11; CAS72H: 314+11;
CAS7D: 310£10 e CAS21D: 299+11, em bpm). A atividade da ECA no coracdo
(ECAcor) apresentou reducdo a partir do grupo CAS72H (SHAM: 107+6; CAS24H:
92+2; CAS72H: 82+3; CAS7D: 54+3 e CAS21D: 4314 em %). Além disso, a queda
em ECAcor ocorreu de forma gradual até atingir o menor valor no grupo com o maior
tempo de castracdo (CAS21D). Da mesma forma, a atividade da ECA plasmatica
(ECAplas) também foi reduzindo & medida que o tempo de castracdo se estendia
(SHAM: 13548; CAS24H: 102+5; CAS72H: 99+3; CAS7D: 8914 e CAS21D: 5616 em
%). Conclui-se que a castracdo de animais machos determinou redugédo dos niveis



de testosterona ja a partir de 24 horas, reducéo de atividade da ECA e reducao da
sensibilidade do RBJ apds sete dias, 0 que nao esteve relacionado com alteragdes
morfométricas cardiacas e hemodinamica cardiovascular.

PALAVRAS-CHAVE: Sistema renina-angiotensina, Reflexo Bezold-Jarisch,
Testosterona.



ABSTRACT

HERINGER, Otavio Arruda. MSc. Pharmaceutical Sciences, Universidade Vila
Velha-ES, March 2014, Reduced sensitivity of Bezold-Jarisch and activity of
angiotensin-converting enzyme in castrated rats. Leader: Tadeu Uggere de
Andrade.

The role that androgens play in blood pressure control in men, especially in elderly, is
not clear. Among distinct mechanisms of cardiovascular system control, stand out the
cardiovascular reflexes, such as the Bezold-Jarisch Reflex (BJR), and Renin-
Angiotensin System (RAS). Relation between RAS and BJR has been reported
where a RAS positive effect on BJR function is observed. Additionally, relation
between androgens, BJR and RAS already reported, shows that the BJR loss
supraphysiological androgens analogs doses induced occurs at least in part, by RAS
influence. However, relation between testosterone physiological levels on BJR and
RAS has not been studied yet. The aim of study was to determine influence of rats
castration on cardiopulmonary reflex functioning (Bezold-Jarisch), cardiac
morphometric parameters and plasma and cardiac Angiotensin Converting Enzyme
(ACE) activity. Animals were split into SHAM group, rats underwent sham surgery,
CAS24H , CAS72H , CAS7D and CAS21D consisting of castrated rats where time
after castration was 24 and 72 hours, 7 and 21 days , respectively. BJR sensitivity
was studied by examining the maximum bradycardia and hypotensive responses
elicited by an i.v. bolus injection of phenyldiguanide (PDG, from 1.5 to 24 mg/kg) in
conscious animals. Cardiac and plasmatic ACE activity was determine by Hip-Gly-
Gly cleavage reaction, and morphometric parameters: nuclei per field, nuclei
perimeter and heart weight / body weight ratio. No morphological changes were
observed in groups submitted to castration compared to SHAM group. There was a
reduction in testosterone levels after 24 hours of castration reaching the lowest value
after 21 days (SHAM: 2.387+0.151; CAS24H: 0.090+0.005; CAS72H: 0.067+0.004;
CAS7D: 0.052+0.002; CAS21D: 0,022+0.003, in ng/dL), which was not followed by
changes in levels of 17B-Estradiol (SHAM: 4.5£0.9; CAS24H: 3.7+0.7; CAS72H:
3.910.6; CAS7D: 4.2+0.8 and CAS21D: 3.8+0.6, in ng/dL). Castration led to a
gradual reduction in BJR functioning, from 72h, which peaked after 21 days in
castrated groups compared with SHAM (PDG 6 mg/kg; SHAM: 77+7; CAS24H:
63+£10; CAS72H: 5516; CAS7D: 54+4; CAS21D: 35+2, in %). No difference was
observed in Mean Arterial Preassure (MAP) baseline (SHAM: 104+3; CAS24H:
101+5; CAS72H: 108+4; CAS7D: 110+4 and CAS21D: 105+4, in mmHg) and HR
(SHAM: 306+9; CAS24H: 295+11; CAS72H: 314+11; CAS7D: 310£10 and CAS21D:
299+11, in bpm). Cardiac ACE activity decreased from CAS72H group (SHAM:
107+6; CAS24H: 92+2; CAS72H: 82+3; CAS7D: 5413 and CAS21D: 434, in %).
Furthermore, decrease in cardiac ACE activity occurred gradually, reaching the
lowest value in group with longest castration time (CAS21D). Likewise, plasmatic
ACE activity was also reduced as time stretched castration (SHAM 135+8; CAS24H:
102+5; CAS72H: 99+3; CAS7D: 89+4 and CAS21D: 56%6, in %). We conclude that
castration of male animals leads decrease in testosterone levels as early as 24
hours, ACE activity reduction and BJR sensitivity loss after seven days of castration,
which was not related to cardiac morphometric changes and cardiovascular
hemodynamics.



KEYWORDS: Renin-angiotensin System, Bezold-Jarisch Reflex, Testosterone.
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Influéncia dos niveis de testosterona sobre o reflexo
cardiopulmonar e enzima conversora de angiotensina
em ratos

Otavio Arruda Heringer, Karla Oliveira dos Santos Cassaro, Girlandia
Alexandre Brasil, Andrews Marques do Nascimento, Tadeu Uggere de
Andrade.

(Correspondéncias devem ser enviadas para Tadeu Uggere de Andrade; Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Vila Velha — UVV, Rua Comisséario José Dantas de
Melo, 21, Boa Vista 29102-770 — Vila Velha — ES, Brasil, E-mail: tadeu.andrade@uvv.br)

Abstract

Background

Among distinct mechanisms of cardiovascular system control, stand out the
cardiovascular reflexes, such as the Bezold-Jarisch Reflex (BJR), and Renin-
Angiotensin System (RAS). Relation between RAS and BJR has been reported
where a RAS positive effect on BJR function is observed. However, relation
between testosterone physiological levels on BJR and RAS has not been
studied yet. The aim of study was to determine influence of rats castration on
cardiopulmonary reflex functioning (Bezold-Jarisch), cardiac morphometric
parameters and plasma and cardiac Angiotensin Converting Enzyme (ACE)
activity.

Results

There was a reduction in testosterone levels after 24 hours of castration
reaching the lowest value after 21 days (SHAM: 2.387+0.151; CAS24H:
0.090+0.005; CAS72H: 0.067+0.004; CAS7D: 0.052+0.002; CAS21D:
0,022+0.003, in ng/dL), which was not followed by changes in levels of 17[3-
Estradiol (SHAM: 4.5+0.9; CAS24H: 3.7£0.7; CAS72H: 3.9+0.6; CAS7D:
4.2+0.8 and CAS21D: 3.8+0.6, in ng/dL). Castration led to a gradual reduction
in BJR functioning, from 72h, which peaked after 21 days in castrated groups
compared with SHAM (PDG 6 mg/kg; SHAM: 77+7; CAS24H: 63£10; CAS72H:
55+6; CAS7D: 54+4; CAS21D: 35+2, in %). Cardiac ACE activity decreased
from CAS72H group (SHAM: 107+6; CAS24H: 92+2; CAS72H: 82+3; CAS7D:
54+3 and CAS21D: 434, in %). Likewise, plasmatic ACE activity was also
reduced as time stretched castration (SHAM 135+8; CAS24H: 102+5; CAS72H:
99+3; CAS7D: 8914 and CAS21D: 566, in %).
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Conclusions

We conclude that castration of male animals leads decrease in testosterone
levels as early as 24 hours, ACE activity reduction and BJR sensitivity loss after
seven days of castration, which was not related to cardiac morphometric
changes and cardiovascular hemodynamics.

KEYWORDS: Bezold-Jarisch Reflex, Renin-angiotensin System, Angiotensin

Converting Enzyme, Testosterone.

Introducao

O papel que os andrégenos desempenham no controle da pressao arterial em
homens, especialmente com o aumento da idade, ndo € claro. Dentre os
diversos mecanismos de controle do sistema cardiovascular, os reflexos
cardiovasculares desempenham papel importante [1], tendo sido reportado que
a castracdo determina reducdo da sensibilidade do barorreflexo, o que foi
restaurada apos reposicao com testosterona [2]. Os reflexos cardiopulmonares,
assim como o barorreflexo arterial, também s&o ferramentas importantes no
controle da presséao arterial [3]. O Reflexo Bezold-Jarisch (RBJ) é um reflexo
cardiopulmonar que funciona a partir da estimulacdo dos receptores
serotonérgicos (5-HT3) cardiopulmonares, ativando o sistema aferente
constituido de fibras ndo mielinizadas (tipo C) do nervo vago. Os receptores do
RBJ, quando ativados, promovem uma diminuicdo na atividade simpética e um

incremento na parassimpatica, gerando hipotensdo e bradicardia simultanea

[1].

Relacdo entre androgénios e o RBJ tem sido relatada onde foi evidenciado
prejuizo do RBJ apds oito semanas de tratamento com decanoato de
nandrolona (DN) na dose de 10 mg.kg™*.semana™ [4], o que foi prevenido com o
co-tratamento com inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) [5].
Adicionalmente, Franquini et al. demonstraram que o dobro da dose por quatro
semanas prejudicou o RBJ e, ainda, determinou alteracdes no perfil de

citocinas inflamatérias cardiacas e aumento atividade da Enzima Conversora



12

de Angiotensina (ECA) cardiaca, com remodelamento e injdria do coracgao.
Entretanto, a influéncia dos niveis fisiologicos de testosterona sobre o

funcionamento deste reflexo em ratos, ainda nao foi avaliada.

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) também é importante para a regulacéo
do sistema cardiovascular, sendo observadas diferencas entre géneros em
diversos de seus componentes, 0 que parece estar relacionado com 0s niveis
circulantes de testosterona e estrogénio [6]. A castracdo de animais machos é
capaz de reduzir o angiotensinogénio [7] e normalizar a diferenca entre
géneros na expressao da ECA [8]. Também ja foi observado efeito protetor dos
androgénios via receptor nuclear de androgénio frente ao remodelamento
vascular induzido por ANGII [9]. Correlagdo entre o SRA e o RBJ foi
demonstrada por Veelken et al., que observaram efeito positivo do SRA sobre o
funcionamento do RBJ. Adicionalmente, relacao entre androgénios, RBJ e SRA
ja reportada [5,10], indica que o prejuizo do RBJ induzido por doses de abuso
de EAA ocorre, pelo menos em parte, pela influéncia do SRA. Entretanto, a
participacdo deste sistema sobre o efeito dos niveis fisioldgicos de testosterona

sobre o RBJ também néo foi reportada.

Dessa forma, a hipétese deste trabalho foi a de que a reducédo dos niveis de
testosterona apdés castracdo de ratos determina prejuizo do RBJ via reducéo da
atividade da ECA. Portanto, o objetivo do estudo foi o de determinar a
influéncia da castracdo de ratos sobre o funcionamento do reflexo
cardiopulmonar (Bezold-Jarisch), parametros morfométricos cardiacos e

atividade da ECA plasmatica e cardiaca.

Métodos

Questdes Eticas

O presente trabalho foi realizado de acordo com as normas do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal [11] e avaliado e aprovado pela Comisséo
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de Etica, Bioética e Bem Estar Animal da Universidade Vila Velha (CEUA -
UVV; N° 118/2010).

Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com trés meses de idade e com peso
corporal variando entre 250-300g. Esses animais foram fornecidos pelo Biotério
de Pesquisa do Complexo Biopraticas da Universidade Vila Velha — UVV. Os
animais foram mantidos em ambiente com iluminagéo artificial (ciclo claro-
escuro de 12h) e temperatura de 20-25° C e alocados em gaiolas individuais,
com ingestdo de agua e racao (Probiotério, Moinho Primor, S.A) ad libitum.

Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais: SHAM, composto
de ratos submetidos a cirurgia ficticia e CAS24H, CAS72H, CAS7D e CAS21D,
compostos de ratos castrados (n = 8, cada grupo) em que foram realizadas as
coletas de sangue para dosagem de testosterona, 17B-estradiol, atividade da
ECA e avaliacdo do reflexo cardiopulmonar apos 24 horas, 72 horas, 7 dias e
21 dias, respectivamente. Foi realizado um estudo prévio e nao foi verificada
diferenca nos parametros avaliados entre os tempos de cirurgia ficticia
utilizados nos grupos castrados (dados ndo mostrados). Portanto, foram
utilizados os dados do grupo SHAM com 21 dias ap6és cirurgia ficticia, o qual

representava o maior periodo de castracao utilizado.
Procedimento de Castracao

Castracao bilateral foi realizada sob anestesia (Quetamina / Xilazina: 100:10
mg/kg de peso corporal, i.p.). Uma pequena inciséo cirargica foi feita no centro
do escroto e cada testiculo exposto por meio do orificio cirdrgico. O ducto
deferente e as principais artérias e veias foram isolados, ligados e
desconectados permitindo a retirada dos testiculos e do epididimo. A inciséo
foi, entdo, suturada e um swabbe de iodo-povidine passado no local. Os
animais SHAM operados tiveram o0s testiculos expostos, porém sem

isolamento. Cada rato recebeu injecéo intramuscular de 60.000 U de penicilina
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G benzatina e penicilina G procaina e posteriormente foram colocados em

gaiolas individuais com livre acesso a 4gua e racao.
Registros Hemodinamicos

Sob anestesia com Quetamina/Xilazina (100:10 mg/kg de peso corporal,
respectivamente, i.p.), a catetrizacao foi realizada por meio de uma incisdo na
regido inguinal, com posterior isolamento do plexo vasculo-nervoso,
possibilitando a cateterizacdo da artéria e veia femoral, respectivamente,
utilizando cateteres de polietileno (PE10 acomplado a PE50, Clay Adans,
USA). Os cateteres foram mantidos preenchidos com solucdo salina (0,9%) e
ocluidas com pinos de aco inoxidavel. O cateter arterial femoral esquerdo foi
conectado a transdutores de pressédo (Spectramed — Statham, P23XL, USA)
através de um cateter flexivel, e os valores de registro da presséo arterial
média (PAM), pressao arteria diastdlica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC)
foram obtidos através de um sistema computadorizado e um programa para
aguisicdo de dados biologicos (BIOPAC — BIOPAC Systems, Inc., Santa
Barbara, Califérnia, USA, mod. MP 100A/série 94111065), 24h apds o
procedimento de cateterizacdo. O cateter venoso femoral foi utilizado para

infusdo das doses de fenilbiguanida.
Reflexo Bezold-Jarisch

O reflexo foi ativado quimicamente pela injecdo intravenosa in bolus de cinco
doses randomizadas de fenilbiguanida (FBG) (1,5 -24ug/Kg de peso corporal).
O reflexo foi identificado por redugcbes dose-dependente na FC e PAD,
simultaneamente, e avaliado através do valor relativo maximo de queda da FC

e PAD apo0s cada dose de fenilbiguanida [12].
Niveis Plasmaticos de Testosterona e 3-Estradiol

Apos a avaliacdo do RBJ o sangue foi coletado por puncdo cardiaca. As
analises bioquimicas para a determinagao de testosterona e [(-estradiol foram

realizadas por meio de kits de ensaio imunoenziméatico (AccuBind™
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Testosterone ELISA Test System Cod: 3725-300; AccuBind Estradiol (E2)
ELISA Cod: 4925-300; Monobind Inc., EUA).

Nivel de Hipertrofia Cardiaca

ApOGs o registro hemodindmico e avaliacio do RBJ, os ratos foram
eutanasiados e o coragéo foi, entdo, isolado e lavado com solugéo fisiologica.
O excesso do liquido foi removido com papel de filtro e o coracdo pesado em
balanca analitica (Shimadzu Corporation ©, Kyoto, Japao). A razdo do peso do
coracdo pelo peso corporal (COR/PC) foi usada como indice de hipertrofia
cardiaca. Uma aliquota foi acondicionada em formol a 10% por 48 horas e
encaminhada para a analise histolégica [13], e outra foi reservada em -80°C

para avaliacdo da atividade da ECA cardiaca.
Andlise Histolbgica

Apoés a clivagem do coracédo, os fragmentos foram incluidos em parafina. Os
blocos de parafina foram cortados em micrétomo rotativo (Leica® RM 2125RT,;
Nussloch, Germany), com cinco micrometros de espessura. Os cortes
histoldgicos foram estendidos em laminas de vidro e corados pelo método de
Hematoxilina-Eosina (H&E), para a avaliagdo morfométrica dos midcitos

cardiacos.

A avaliacdo histoldgica se deu por patologista, sem conhecimento prévio da
divisdo dos grupos, em microscépio Otico binocular (Leica DM/LS, Leica —
Germany) acoplado ao sistema de aquisicdo e analise histolégica (MOTICOM
2000; MOTIC INSTRUMENTS INC., Canada).

Analise Morfométrica

ApoOs a avaliacdo histologica, foi realizada a captura de imagens, dez campos
de cada lamina, para analise morfométrica. Foram avaliados 0s seguintes
parametros: perimetro dos ndcleos dos midcitos e niumero de midcitos por

campo em aumento de 400x. Para a captura e analise das imagens foi utilizado



16

microscépio 6ptico binocular (Leica DM/LS, Leica — Germany) acoplado ao
sistema de aquisicdo e analise morfométrica (MOTICOM 2000; MOTIC
INSTRUMENTS INC., Canada), respectivamente.

Atividade da ECA cardiaca e plasmatica

A atividade da ECA foi determinada por medicdo de Gli-Gli (glycil-glicina),
produto de clivagem de Hip-Gli-Gli pela ECA como descrito anteriormente [10].
Resumidamente, uma aliquota de 1g de coracdo de rato foi adicionada a um
tubo de centrifuga contendo 5,0mL de tampédo fosfato, pH 8,3 (50mM), e
submetido a uma ligeira rotacdo. A mistura foi entdo centrifugada a 3.000g
durante 40 min a temperatura ambiente. Para a reacdo enzimatica, uma
aliquota do sobrenadante (concentracdo final de 100 mg/mL) e o controle
positivo, a solucdo de pulméo coelho (concentracdo final 9,1 mg/mL, Sigma,
EUA), foram combinadas com o tampao de ensaio e tampéo da solucdo de
substrato Hip-Gli-Gli (100mM; Sigma, EUA). Para a avaliacdo da ECA
plasmatica foi utilizada uma aliquota de 10uL do soro. Em ambos 0s casos,
apos a homogeneizacdo, a mistura foi incubada durante 35 min a 37°C. A
reacdo foi parada pela adicao de tungstato de sodio (300 mM) e &cido sulfarico
(0,33 mM). O sistema foi misturado com o reagente de coloracdo TNBS
(Sigma, EUA). Ap6s 20 min, no escuro, a absorbancia da placa foi lida num
leitor de placa de microtitulagcdo (TP-Reader, Thermoplate), a 420 nm contra
um ensaio em branco. A solugdo em branco foi preparada de forma
semelhante, com excec¢do do tungstato de sdédio e as solucdes de &cido
sulfarico as quais foram adicionados antes da solugédo de enzima. O ensaio foi
também realizado na presenca de 10uL de solucao de captopril (concentracao
final de 64nM). Os ensaios foram realizados em triplicata. A atividade da ECA
foi calculada de acordo com a equacgéo % de atividade = (A x 100)/B, onde A é
a absorvancia de coracdo de rato medida a 420 nm e B é a absorvancia da

solucéo de pulméo de coelho.
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Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M.).
Para andlise estatistica dos valores basais de PAM e FC, peso corporal, peso
das camaras cardiacas, valores de estimativa de hipertrofia cardiaca e
parametros morfométricos cardiacos; os mesmos foram submetidos a analise
de variancia de uma via (ANOVA). Para analise estatistica das mudancas na
FC e PAD provocadas pelo reflexo Bezold-Jarisch foi efetuada analise de
variancia de duas vias (ANOVA). A significancia da diferenca entre as médias
foi determinada por um teste post hoc pelo método de Tukey, ajustado para
multiplas comparagfes. Para a avaliacdo dos niveis séricos de testosterona e
estradiol foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo
evidenciados dados ndo-paramétricos. Logo, foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney. O nivel de significancia aceito em
todas as andlises foi acima de 5% (p<0,05). Para andlise estatistica e
apresentacao grafica dos resultados foram empregados os softwares GB-Stat e

GraphPad Prism 5.01, respectivamente.

Resultados

N&o houve diferenca no peso corporal inicial (SHAM: 256+9; CAS24H: 279112,
CAST72H: 248+8; CAS7D: 258+14 e CAS21D: 282+4 em @) e final (SHAM:
28915; CAS24H: 283+4; CAS72H: 288+2; CAS7D: 28015 e CAS21D: 339120
em g). Também ndo houve diferenca no peso dos coracdes (SHAM:
0,854+0,05; CAS24H: 0,911+0,04; CAS72H: 0,844+0,02; CAS7D: 0,896+0,07 e
CAS21D: 0,910+0,05 em @) entre 0s grupos experimentais.

Registros hemodinamicos e Reflexo Bezold-Jarisch

Em relacdo ao RBJ, a FBG foi capaz de determinar reducdes dose-
dependentes da PAD e FC. A castracdo levou a uma reducédo gradual do
funcionamento do RBJ, a partir de 72h, as quais atingiram o maximo apos 21

dias nos grupos castrados em comparagao com o grupo SHAM (Tabela 1). N&ao
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foi observada diferenca nos valores basais de PAM e FC (Tabela 2) dos grupos

experimentais.

Tabela 1. Resposta de queda na frequéncia cardiaca (FC) e presséao arterial diastélica
(PAD) induzida por doses crescentes de fenilbiguanida.

Grupos Fenilbiguanida (ug.kg™)
Experimentais

Queda de PAD (%)

1,5 3,0 6,0 12 24
SHAM 47+15 588 7747 89+2 92+1
CAS24H 39+11 4810 6310 8115 88+2
CAST72H 28+2 49+10 5546 6946~ 85+2
CAS7D 1625~ 33+5" 54+4" 685" 832"
CAS21D 124477 29+37 35427 42447 5544

Queda de FC (%)

1,5 3,0 6,0 12 24
SHAM 5615 75+2 7942 83+2 87+2
CAS24H 58+5 664 7622 80+2 85+2
CAS72H 40+11 639 734 803 843
CAS7D 188" 51+7 78+1 82+1 86+1
CAS21D 164" 42457 58+3"" 62+3" 7127

Os valores estao expressos como a média + E.P.M, comparados por ANOVA duas
vias, seguido pelo teste post-hoc Tukey. 'p<0.05 e “p<0.01 com comparacéo a SHAM.
*p<0.05 e *p<0.01 em comparacdo a CAS7D.

Niveis plasmaticos de Testosterona e B-Estradiol

A partir de 24 horas do procedimento de castragcdo as concentracdes
plasmaticas de testosterona apresentaram diferenca em relacdo ao grupo
SHAM. A medida que o tempo de castracdo aumentou houve queda adicional
nos niveis de testosterona, atingindo seu maximo com 21 dias de castracdo

(Figura 2; painel A). Esse resultado n&do foi acompanhado de alteragcdes nos
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valores de 17@-estradiol (SHAM: 4,5£0,9; CAS24H: 3,7+£0,7; CAS72H: 3,9+0,6;
CAST7D: 4,2+0,8 e CAS21D: 3,8+0,6 em ng/dL). No painel A da Figura 2 estéo
apresentados os valores dos niveis séricos de testosterona dos grupos (SHAM:
238,7+15,1; CAS24H: 9,0+0,5; CAS72H: 6,7+0,4; CAS7D: 5,2+0,2 e CAS21D:
2,2+0,3 em ng/dL).

Andélise morfométrica e nivel de hipertrofia cardiaca

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados para os valores da relacao
COR/PC, numero de nucleos por campo e perimetro nuclear. Em nenhum
desses parametros houve diferenca entre os grupos de animais. Na Figura 1
estdo apresentados cortes histolégicos representativos de cada grupo.

Tabela 2. Dados de Pressdo Arterial Média (PAM), Frequéncia Cardiaca (FC),
Relacdo (COR/PC) e de morfometria cardiaca dos grupos experimentais.

Grupos PAM FC COR/PC Numero de Perimetro
Experimentais nacleos/campo nuclear
(mmHg)  (bpm)  (mglg) (um)
SHAM 10443 306+9 3,33+0,07 5,3+0,4 515+32
CAS24H 1015 295+11 3,34+0,10 4,9+0,3 569+30
CAS72H 108+4 314+11 3,17+0,05 4,8+0,3 566+28
CAS7D 110+4 310+10 3,59+0,11 5,6%0,5 503+37
CAS21D 1054 299+11 3,28+0,23 5,3+0,4 556+26

Os valores estédo expressos como a média + E.P.M.
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Figura 1 Cortes histolégicos representativos dos coragdes dos animais experimentais.
Laminas coradas pelo método Hematoxilinalin/Eosina (H&E): 400x (A: SHAM; B:
CAS24H; C: CAS72H; D: CAS7D; E: CAS21D). Analise morfométrica realizada
utilizando o software Moticam Plus 2000.

Atividade da ECA cardiaca e plasmatica

A atividade da ECA no coracéo (ECAcor) apresentou reducado a partir do grupo
CAS72H (SHAM: 107+6; CAS24H: 92+2; CAS72H: 82+3; CAS7D: 5413 e
CAS21D: 43+4 em %). Além disso, a queda em ECAcor ocorreu de forma
gradual até atingir o menor valor no grupo com o maior tempo de castracéo
(CAS21D). Da mesma forma, a reducdo na atividade da ECA plasmatica
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(ECAplas) também foi aumentando a medida que o tempo de castracdo se
estendia (SHAM: 13548; CAS24H: 10215; CAS72H: 99+3; CAS7D: 89t4 e
CAS21D: 566 em %). Todavia, ndo houve diferenca na reducédo da ECAplas
entre os grupos CAS24H e CAS72H. Os dados de atividade da ECA no

coragao e no plasma estao representados no painel C da Figura 2.
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Figura 2 (A) Niveis séricos de testosterona. (B) Resposta de queda na PAD na dose
de 6upg.kg®. (C) Atividade da ECA no plasma e (D) no coracdo nos grupos
experimentais. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. #p<0,05 em relacéo
aos animais SHAM; °p<0,05 em relacdo aos animais 24h; °p<0,05 em relacdo aos
animais 72h; dp<0,05 em relagc&o aos animais 7D.
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Discussao

O principal achado do presente estudo foi a observacéao de que ratos castrados
desenvolvem prejuizo do RBJ e reducéo da atividade da ECA, tanto plasmética
quanto cardiaca, em especial apds sete dias de castracdo, o que nédo foi
acompanhado de elevacdo da PAM ou desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca. A reducdo da sensibilidade do RBJ parece ter ocorrido de maneira
gradativa, visto que, no grupo CAS24H nao houve prejuizo em nenhuma das
doses de fenilbiguanida, no grupo CAS72H houve prejuizo em apenas duas
doses (6,0 e 12,0 pg.kg™), no grupo CAS7D houve prejuizo em todas as doses,
em relagdo a PAD, e prejuizo adicional foi observado no grupo castrado com
21 dias. Da mesma forma, apesar de ter havido uma queda brusca dos niveis
de testosterona ja com 24 h, os mesmo tiveram quedas adicionais atingindo o

minimo (abaixo do limite de quantificacdo) em 21 dias.

Estudos objetivando avaliar a relagdo entre reflexos cardiovasculares e
testosterona ainda sdo escassos. Ja foi evidenciada atenuagéo na bradicardia
mediada pelo barorreflexo em ratos castrados, sendo esta restaurada apos
reposicao de testosterona a niveis fisiolégicos [2,14]. Por outro lado, existem
estudos que atribuem prejuizo no RBJ com doses elevadas de nandrolona [4],
e, curiosamente aumento da atividade da ECA [10,15]. Entretanto, nesses
estudos houve hipertrofia cardiaca e elevacdo da PAM, o que difere do
presente trabalho, onde ndo foram observadas alteracdes na PAM, FC e nem
em quaisquer parametros cardiacos. Estas observacbes conduzem a
conjectura de que o mecanismo pelo qual a reducéo dos niveis de testosterona
leva a um prejuizo no RBJ poderia estar relacionado a influéncia sobre outro
ponto do arco reflexo, diferente da zona reflexogénica, ou ainda sobre outros
fatores humorais que possam exercer efeito sobre o RBJ. Dessa forma, os
niveis seéricos de testosterona parecem estar diretamente ligados a

homeostase da sensibilidade do RBJ.

Em relacdo a influéncia de fatores humorais, a reducéo da atividade cardiaca e
plasmatica da ECA observada nos grupos de animais castrados seria uma

alternativa para explicar o prejuizo do RBJ. A diferenca de género quanto a
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expressdo da ECA é conhecida e os animais machos apresentam maior
expressdo dessa enzima e maior producdo de angiotensina-ll, sendo atribuido
a testosterona um efeito positivo na mesma [8]. Do mesmo modo, 0s niveis
plasmaticos de testosterona foram relacionados a outros aspectos dos
componentes do SRA, tais como a reducdo da expressdo de RNAm para
angiotensinogénio em animais castrados seguida de aumento apos
administracdo de testosterona [7,16], aumento de resposta vascular a ANGII
[17,18], e, ainda, aumento de expressao de receptores AT, com consequente
atenuacdo apoOs a reposicdo com testosterona [19]. Assim como em Nnosso
estudo, a reducdo da atividade plasmatica da ECA também foi observada por
Lim et al., sendo esta queda maior em machos. Logo, € notavel a relacdo dos
androgenos com a atividade da ECA, sendo observados tanto valores
reduzidos associados a castracdo [20], quanto valores elevados apos
tratamento com doses elevadas de EAA [10].

A relagédo entre o SRA e o RBJ foi avaliada, onde animais tratados com um
inibidor da ECA apresentaram prejuizo na bradicardia reflexa com posterior
restauracdo apos tratamento com ANGII, o que sugere um efeito positivo do
SRA sobre o RBJ [21]. Para Veelken et al. o sitio de acdo mais provavel da
ANGII para os efeitos observados no reflexo cardiopulmonar seria o ndcleo do
trato solitario (NTS), o qual sofre influéncia dos niveis plasméaticos de ANGII via
conexdes aferentes da area postrema, que possui alta densidade de receptores
de ANGII. Adicionalmente, Endoh et al. descrevem em sua revisdo outros
aspectos funcionais da ANGII no NTS, destacando ndo somente a presenca de
receptores de ANGII, como também de outros componentes como o
angiotensinogénio e a ECA no NTS [22]. Assim, o prejuizo no RBJ nos grupos
experimentais, pode ser relacionado, a0 menos em parte, a reducdo da
atividade da ECA. ApOs a castracdo, ha reducdo nos niveis fisiologicos de
testosterona podendo determinar reducéo de ANGII pela parcial diminuicdo da
atividade da ECA, com consequente atenuagéo da bradicardia e da hipotenséo

reflexa induzidas por FBG.
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Outro ponto a ser considerado seria a sensibilidade dos receptores 5-HT;
frente a possivel elevacdo de bradicinina. Conforme descrito por Krayer os
reflexos cardiopulmonares sensiveis a estimulos quimicos também podem ser
ativados pela bradicinina, que sabidamente é degradada pela ECA [23]. Uma
vez reduzida a atividade da ECA, ocorre elevacdo de bradicinina, podendo
levar a dessensibilizagdo dos receptores 5-HT3 nas vias vagais aferentes [24-

26].

Adicionalmente, a participacdo do peptidio natriurético atrial (PNA) poderia ser
esperada, uma vez que, em midcitos cardiacos, androgénios sdo capazes de
aumentar a secrecao de PNA, via acdo em RA [27] e, ainda, animais knock-out
para RA apresentam menor expressdo de RNAm para PNA [28]. Também
importante o fato de a ANGIl aumentar a expressédo de PNA, o que € atenuado
em animais knock-out para RA [28]. Isso indica uma interrelacdo entre
androgénios, SRA e PNA, o que poderia ajudar a explicar os dados deste
trabalho, uma vez que o PNA exerce, também, efeito positivo sobre o

funcionamento do RBJ [29].

A avaliacdo dos niveis plasmaticos de testosterona foi imprescindivel para
estabelecer uma evidéncia sustentada da eficiéncia do procedimento de
castracdo dos animais, visto que, estudos conflitam em relacdo ao tempo
necessario para o nivel de testosterona atingir valores reduzidos. H& protocolos
que sdao iniciados 15 dias ap0s castracao [30], 21 dias apds castracdo [2,19] e
28 dias apods castracdo [31]. Dessa maneira, foi verificada que a queda com
diferenca significativa entre os grupos ja ocorre a partir de 24 horas do
procedimento de castracdo, atingindo nivel maximo em 21 dias, o que néo foi
acompanhado de alteragbes nos niveis de 17B-estradiol. Aumento de
bradicardia mediada pelo barorreflexo e atividade vagal eferente ja foi
observada em ratos tratados com 173-estradiol [32], 0 que leva a consideracao
deste aumento ocorrer secundariamente a conversao de testosterona a 17f3-
estradiol [2]. Porém, assim como em nosso trabalho, Ward & Abdel-Rahman
nao encontraram alteragdées nos niveis de 17p-estradiol nos animais castrados,

0 gque sugere gue a interferéncia no reflexo, em seu estudo, ocorre por agdo da
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testosterona ou outro metabdlico androgénico. Da mesma forma, o prejuizo no
RBJ observado no presente trabalho estaria relacionado a reducdo dos niveis
de testosterona e ndo aos niveis de 17(B-estradiol, sendo considerada a

participacdo do SRA na reducéo da atividade deste reflexo.

Sumariando, pode-se observar influéncia positiva da testosterona sobre a
sensibilidade do RBJ. A castracdo determina reducdo dos niveis plasméaticos
de testosterona e reducdo da atividade da ECA plasméatica e cardiaca sem
influenciar os niveis de 17B3-estradiol e parametros morfolégicos cardiacos. Em
conjunto, essas alteracdes levam ao prejuizo no controle reflexo da presséo

arterial e frequéncia cardiaca pelo RBJ.
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