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RESUMO

CHIGNALIA, A. Z. Testosterona induz migracdo de células da musculatura lisa
vascular de ratos espontaneamente hipertensos por mecanismos dependentes de
EROs e ativacdo da NADPH oxidase via c-Src. Tese (Doutorado em Farmacologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&do Paulo, Sdo Paulo, 2009.

O dimorfismo sexual relacionado a hipertensao arterial surge na adolescéncia e persiste
por toda vida adulta. Homens apresentam maior incidéncia de doencas
cardiovasculares quando comparados a mulheres de mesma faixa etaria. O mesmo
perfil € observado em modelos animais de hipertenséo, nos quais machos apresentam
maiores niveis pressoricos quando comparados a fémeas. Dessa forma, a testosterona
é frequentemente relacionada a hipertenséo arterial. Entretanto, os mecanismos pelos
quais a testosterona exerce efeitos vasculares ainda néo estao esclarecidos. O objetivo
deste trabalho foi investigar os efeitos da testosterona sobre a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), importantes mediadores do processo hipertensivo, em
células da musculatura lisa vascular (CMLV) de ratos normotensos e espontaneamente
hipertensos (SHR). Os receptores para andrdégenos, as fontes de EROs (papel da
NADPH oxidase), bem como os efeitos funcionais celulares (migracdo celular)
relacionados aos efeitos da testosterona também foram analisados. Para tanto, CMLV
do leito mesentérico de ratos Wistar (W), Wistar-Kyoto (WKY) e SHR foram isoladas,
cultivadas e estimuladas com testosterona 10”7 mol/L em diferentes tempos, de acordo
com cada protocolo. Sempre que necessario, as células foram pré-incubadas por 30
minutos com inibidores especificos para o estudo dos mecanismos envolvidos, tais
como: flutamida (inibidor do receptor classico para andrégenos), apocinina (inibidor da
NADPH oxidase), PP2 (inibidor da c-Src), actinomicina D (inibidor da transcricao
génica) e cicloheximida (inibidor da sintese protéica). Nossos resultados indicam que a
testosterona induz a geragcdo de EROs por mecanismos dependentes do tempo e da
linhagem de ratos, de modo que células isoladas de animais SHR sédo mais sensiveis a
testosterona. Esta geracdo ocorre por dois mecanismos principais: um mediado pelo
receptor classico para andrégenos (AR) e outro mediado pelo receptor de membrana

para andrégenos (ARm), resultando em efeitos genbmicos e nao-gendmicos,



respectivamente. Enquanto os efeitos gendmicos sdo comuns, isto é, sdo observados
em células de animais normotensos e hipertensos, os efeitos ndo-genémicos sao
especificos, e ocorrem exclusivamente em células de animais hipertensos. A geracao
gendmica de EROs, mediada pelo AR, depende da modulacdo da expressdo de
subunidades da NADPH oxidase. Por outro lado, a geracdo nao-genémica, € mediada
pelo ARm, independe de sintese protéica, e ocorre devido a ativacdo de vias de
sinalizacado especificas, reguladoras do complexo enzimatico NADPH oxidase. As
EROs formadas a partir do estimulo com a testosterona tanto por mecanismos
gendmicos ou ndo-gendmicos levam a migracao celular por mecanismos mediados pelo
AR. Nossos resultados sugerem que a testosterona tem papel importante na funcao de
células da musculatura lisa vascular, o que pode contribuir para algumas alteracées
vasculares caracteristicas do processo hipertensivo. Portanto, nosso trabalho é o
primeiro a demonstrar que a testosterona regula vias de sinalizacdo redox em CMLV
levando a efeitos funcionais importantes, relacionados ao remodelamento vascular, os

guais podem contribuir para o desenvolvimento e manutencdo da hipertensédo arterial.

Palavras-chave: Testosterona. Estresse Oxidativo. Migracdo Celular. c-Src. Musculo
Liso Vascular. Hipertensao.



ABSTRACT

CHIGNALIA, A. Z. Testosterone induces migration of vascular smooth muscle cells
from spontaneously hypertensive rats via c-Src-dependent NADPH oxidase-driven
ROS generation. PhD Thesis (Pharmacology) — Institute of Biomedical Sciences,
University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2009.

Sexual dimorphism related to hypertension begins at childhood and persists through
adulthood. The incidence of cardiovascular diseases is higher in men when compared to
age-matched women. Although testosterone has been associated to the sexual
dimorphism in hypertension, the mechanisms whereby testosterone acts in the
vasculature remain unclear. The main objective of this study was to determine whether
testosterone induces reactive oxygen species (ROS) generation, key players on
hypertension, in vascular smooth muscle cells (VSMC) isolated from normotensive and
hypertensive rats. The signaling pathways and the androgen receptors activated by
testosterone, the role of NADPH oxidase in ROS generation and the cellular outcomes
(cell migration) were also determined. Accordingly, VSMC isolated from the mesenteric
bed of Wistar (W), Wistar-Kyoto (WKY) and spontaneously hypertensive (SHR) rats
were stimulated with testosterone 10’mol/L for different periods of time, according to
each protocol. Whenever appropriate, cells were pre-incubated with specific inhibitors,
such as flutamide 10° mol/L (nuclear androgen receptor antagonist), apocynin 3x10
mol/L (NADPH oxidase inhibitor), PP2 10 mol/L (c-Src inhibitor), actinomycin D 10
mol/L (inhibitor of gene transcription), and cycloheximide 10™ mol/L (protein synthesis
inhibitor). Our findings demonstrate that testosterone induces ROS formation in a time
and strain-dependent manner. Augmentation of ROS formation is higher in SHR-VSMC,
indicating an increased sensitivity of SHR-VSMC to testosterone stimuli. Testosterone-
induced ROS production occurs by two main mechanisms: the first mediated through the
classical androgen receptor (AR) and the second mediated through membrane-
associated androgen receptor (ARm), leading to genomic and non-genomic effects,
respectively. Whereas the genomic effects occur in VSMC from both strains, non-
genomic effects are only observed in SHR-VSMC. The genomic ROS production is
mediated through AR and depends on modulation of NADPH oxidase subunits. On the

other hand, non-genomic ROS formation is mediated through RAm, does not rely on



protein synthesis and occurs via specific signaling pathways that regulate NADPH
oxidase. Genomic and non-genomic ROS production by testosterone leads to a
common final effect: VSMC migration, indicating that testosterone plays a key role in
VSMC function. These results indicate that testosterone signals through redox-sensitive
pathways, important in c-Src-mediated migration of VSMCs in SHR. Such processes

may contribute to vascular remodeling in hypertension.

Key words: Testosterone. Oxidative Stress. Hypertension. c-Src. Vascular Smooth

Muscle Cells. Cell Migration.



1 INTRODUCAO

1.1 Hipertensao Arterial

A hipertensdo arterial, caracterizada pelo aumento cronico dos niveis
pressoricos, € um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, uma das principais causas de morte no Brasil e no mundo (DOREA e
LOTUFO, 2009; KEARNEY et al., 2005). De acordo com dados da Sociedade Brasileira
de Hipertensao (SBH), 30% dos adultos brasileiros sdo hipertensos e mais de 150 mil
mortes por ano ocorrem devido a hipertensdo arterial. Globalmente, estima-se que 927
milhdes de adultos sejam hipertensos, o que pode levar a sete milhdes de mortes
anuais (KEARNEY et al., 2005).

A hipertensao arterial € uma doenca crénico-degenerativa (MACMAHON et al.,
1990) de carater multigénico (HARRAP, 1994) e multifatorial (BROWN, 1996) que pode
induzir lesbes em 6rgdos-alvo como o coracao (hipertrofia ventriculo esquerdo, doenca
arterial coronariana e disfuncao sistdlica), olhos (retinopatia), cérebro (acidente vascular
encefalico, acidente isquémico transitério), rins (nefropatia hipertensiva) e vasos

sanguineos (aneurisma da aorta, estenose arterial periféica) (SANJULIANI, 2009).

Além do aumento dos niveis pressoricos, a hipertensdo € caracterizada pelo
aumento da resisténcia periférica ao fluxo sanguineo (LUND-JOHANSEN, 1983)
regulada principalmente pelas artérias de resisténcia (SCHIFFRIN, 2004). Este aumento
da resisténcia periférica na hipertensdo decorre de alteragBes estruturais, processo
conhecido como remodelamento vascular, mecéanicas ou funcionais nas artérias de
resisténcia (SCHIFFRIN, 2004).

O remodelamento vascular € resposta fisiologica a alteracdes hemodinamicas
(fluxo e presséo) (BERK, 2001) e do meio ao qual o vaso sanguineo esta exposto
(modulagdo por hormoénios) (MULVANY, 2002). Dentre as alteragbes observadas no
remodelamento vascular podemos citar aumento da migracdo e proliferacdo e

diminuicdo da apoptose de células da musculatura lisa vascular (CMLV) (BERK, 2001).



Adicionalmente, sdo observadas mudancas na expressao de componentes da matriz
extracelular (BERK, 2001), como por exemplo, o aumento da deposi¢do de colageno
(INTENGAN et al., 1999; INTENGAN e SCHIFFRIN, 2000; INTENGAN et al., 1999) e
diminuicao da atividade de metaloproteinases (INTENGAN e SCHIFFRIN, 2000).

De modo geral, pode-se dizer que a hipertensédo decorre de anormalidades nos
mecanismos (centrais e/ou periféricos) de controle da pressao arterial (PA) (KRIEGER e
PEREIRA, 2007). No entanto, € importante lembrar que outros fatores podem contribuir
para a instalacdo da hipertensdo. Dentre eles: a obesidade, sedentarismo, tabagismo,

alcoolismo, diabetes melitus, hipercolesterolemia, idade e sexo.

O dimorfismo sexual associado a hipertensdo surge na adolescéncia e persiste
por toda vida adulta (HIMMELMANN et al.,, 1994; YONG et al., 1993). Estudos
epidemioldgicos demonstram uma maior incidéncia de doencas cardiovasculares em
mulheres na fase pré-menopausal quando comparadas a homens de mesma idade.
Estes mesmos estudos demonstram que apds a menopausa as mulheres apresentam a
mesma incidéncia de doencas cardiovasculares (Figura 1), 0 que sugere que O Sexo
feminino ou a presenca de hormbnios sexuais femininos é fator de protecéo
cardiovascular (BARRETT-CONNOR e BUSH, 1991). Assim, 0 sexo masculino passou
a ser considerado por alguns autores como um fator predisponente para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (LITTLETON-KEARNEY e HURN,
2004).

Dessa forma, muitos pesquisadores tém direcionado seus estudos para as acdes
do estrogeno no sistema cardiovascular, uma vez que uma das principais
caracteristicas da menopausa é a diminuicdo da producdo dos horménios sexuais
femininos (a concentracdo plasméatica de estradiol que varia entre 210 a 720x10™* mol/L
cai para niveis menores que 100x10™"? mol/L e a concentracdo de progesterona cai da
faixa de 1,5 a 35x10° mol/L para menos que 1,0x10° mol/L) (QIAO et al., 2008). No
entanto, é de extrema importancia considerar que as alteragcdes hormonais que ocorrem
na menopausa hao se limitam apenas aos horménios sexuais femininos, ocorrendo a
diminuicdo de testosterona (da faixa de 1,0 a 1,5x10° mol/L em mulheres na pré-

menopausa para 0,3 a 0,5x10™° mol/L em mulheres na menopausa), levando, portanto,



a alteragdo do balanco hormonal nessas mulheres, com aumento na relacdo
andrégenos/estrogenos (QIAO et al., 2008). Dessa forma, ainda ndo esta claro se as
alteracdes nos niveis pressoricos em mulheres na menopausa ocorrem por deficiéncia

de estrégenos ou por excesso de andrdégenos.
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Figura 1. Prevaléncia da hipertensdo em homens e mulheres em idade adulta (>20 anos)
National Center for Heath Statistics — USA.

Similarmente aos humanos, diferencas sexuais com relacdo a PA também
existem em modelos animais de hipertensdo. Por exemplo, ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) (DANTAS et al., 2002; RECKELHOFF et al., 1998; RECKELHOFF et
al., 2000; SILVA-ANTONIALLI et al., 2004), ratos Dahl sensiveis ao sal (CROFTON et
al., 1993), ratos com hipertensao induzida por desoxicorticosterona e salina (DAVID et
al., 2002; OUCHI et al.,, 1987), e ratos geneticamente hipertensos New Zealand
(ASHTON e BALMENT, 1991) apresentam maior PA do que as fémeas de mesma

linhagem. Nestes modelos, a castracdo de animais machos leva a reducdo da



hipertensdo, sugerindo que a testosterona pode modular o processo hipertensivo
desses animais (RECKELHOFF et al., 1998). No entanto, os mecanismos pelos quais a
testosterona pode modular os niveis pressoricos ainda ndo sdo conhecidos. Dessa
maneira, nossos estudos foram direcionados a investigar os efeitos da testosterona em
células da musculatura lisa vascular, isoladas de vasos de resisténcia, as quais tém

papel importante no processo de remodelamento vascular acima mencionado.

Assim, alguns aspectos sobre a sintese e mecanismo de acdo e efeitos dos

androgenos no sistema cardiovascular serdo abordados a seguir.

1.2 Andrégenos

1.2.1 Sintese e Metabolismo

Em homens, os andrégenos sdo sintetizados principalmente pelas células de
Leydig testiculares, com pequena participacdo das adrenais, atingindo concentracdes
plasméticas que variam entre 1 a 3x10® mol/L (WINTERS, 1999). Por outro lado, em
mulheres, a sintese dos andrdégenos ocorre principalmente na zona fasciculada da
adrenal (25 %) e no estroma ovariano (25 %). Os 50 % restantes sado produzidos no
figado, pele e tecido adiposo (EL-ALFY et al., 1999). Em mulheres na pds-menopausa,
0S ovarios sdo 0s principais 6rgdos secretores de androgenos (JUDD et al., 1974),
formando aproximadamente 25 % da testosterona circulante. A regulacdo da secrecao
de andrégenos é feita pelo horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e pelo horménio
luteinizante (LH) (BURGER, 2002) e pela concentracdo da proteina transportadora de

horménios sexuais (SHBG).

Os principais andrégenos incluem sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS),
dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenediona, testosterona e dihidrotestosterona
(DHT). Sua biossintese inicia-se a partir da clivagem e hidroxilacdo do colesterol pela
enzima P450 SCC (que promove hidroxilagdo nas posi¢cbes 20 e 22 e clivagem da

cadeia lateral do colesterol) levando a formacao de pregnenolona. A pregnenolona, por



sua vez, pode gerar androstenediona por duas vias: pela formacéo de progesterona (via
3pB—hidroxi-esterdide desidrogenase) com posterior acao da p450 c17, ou pela formacao
de DHEA (via formacdo de 17-hidroxi-pregnenolona mediada pela p450 c17) com
posterior hidroxilacdo pela 3p—hidroxi-esterdide desidrogenase. Uma vez formada, a
androstenediona é convertida a testosterona pela 17B-hidroxiesterdide desidrogenase.
A testosterona pode entdo, sofrer acdo de duas enzimas: 1) P450 aromatase, presente
no figado, tecido adiposo e pele, responsavel pela conversao de testosterona a 178-
estradiol; e 2) 5a-redutase, presente na pele, 0ssos (osteoblastos), endométrio (células
epiteliais), cortex cerebral e vasos sanguineos, que promove a conversdao de

testosterona a DHT (Figura 2).
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Figura 2. Etapas da sintese de andrégenos.

1.2.2 Receptores para Androgenos e Mecanismos de Agéo da Testosterona



Apés a testosterona ser sintetizada ocorre a formac¢do do complexo hormdnio-
transportador (testosterona-SHBG) o qual € liberado na circulacéo para atingir tecidos-
alvos onde o complexo é dissociado para que a testosterona exerca seus efeitos
celulares. O andrégeno, entdo na forma livre, liga-se ao receptor para andrégenos,
desencadeando os efeitos celulares deste esterdide (JONES et al., 2004).

Até o presente momento, dois tipos de receptores para androgenos ja foram
descritos: o receptor para andrégenos citosdlico (AR), também conhecido como o
receptor classico para andrégenos, e o receptor para andrégenos localizado na
membrana plasmatica (ARm), cuja sequéncia e estrutura ainda ndo foram bem

descritas.

O receptor citosolico para androgenos € um componente da familia de
receptores nucleares para horménios esterdides. Esse receptor € uma proteina de 917
aminoécidos composta por um dominio de ligagdo ao DNA altamente conservado, uma
porcdo carboxi-terminal com sitio de ligagdo ao hormdnio que possui funcdo de
dimerizacdo e uma regido de transativacdo N-terminal variavel (WILSON e MCPHAUL,
1996).

Existem duas isoformas do receptor classico para andrégenos, denominadas AR-
A e AR-B, provenientes do mesmo transcrito génico. O AR-B (110 KDa) € a isoforma
correspondente a traducdo da sequéncia completa de nucleotideos, e AR-A (87 kDa), é
a isoforma truncada da proteina AR-B (GAO et al., 2005).

Para que ocorra a ativacao desse receptor, a testosterona deve atravessar a
membrana plasmética, ligar-se ao AR localizado no citoplasma celular, formando um
complexo (testosterona-AR) que migrara para o nucleo. Uma vez no ndcleo, o complexo
testosterona-AR liga-se ao elemento de resposta para androgeno (ERA), localizado na
regido promotora do gene alvo, alterando a transcricdo génica e, conseqientemente, a
traducao protéica. Esses efeitos a longo prazo, e que dependem de modulacdo génica

e protéica, sdo denominados efeitos genémicos (Figura 3).

Em 1991, foram descritos pela primeira vez os efeitos rapidos, ndo-genémicos,

da testosterona sobre os niveis de célcio (Ca?") intracelular em cultura de células



prostéticas (STEINSAPIR et al., 1991). Posteriormente, foi demonstrada a modulacéo
da concentracdo de Ca®' intracelular e da formacdo de diacilglicerol e de inositol-
trisfosfato pela testosterona em osteoblastos em cultura (LIEBERHERR e GROSSE,
1994). Estas foram as primeiras evidéncias de que a testosterona desencadeia acfes
nao gendmicas, provavelmente mediadas por um outro tipo de receptor, localizado na

membrana celular.

Atualmente, trés possiveis receptores para efeitos rapidos dos andrégenos foram

propostos:

1. Receptor para SHBG: o complexo testosterona-SHBG permite a
ligagdo ao receptor para SHBG, como descrito em células de linhagem
tumoral prostatica LNCaP (NAKHLA et al., 1990).

2. AR classico associado a membrana: ocorre a migracdo do AR do
citoplasma para a membrana celular (PEDRAM et al., 2007; WHITAKER
et al., 2004).

3. Receptor de membrana para andrégenos: existéncia de um

receptor especifico para andrégenos na membrana celular. Apesar de
varios grupos terem relatado a ligacdo especifica da testosterona a
membrana plasmética em diferentes tipos celulares ainda nédo foi clonada
ou purificada uma proteina de membrana a qual a testosterona se liga
especificamente para exercer seus efeitos rapidos (BENTEN et al., 1999;
BENTEN et al., 1997; LYNG et al., 2000; SUN et al., 2006).

As acdes nao genbmicas diferenciam-se das gendmicas por apresentarem
resposta rapida, insensibilidade a inibicdo da sintese de RNA e de proteinas, e pelo fato
de esterdides incapazes de atingir o nucleo produzirem tais efeitos que, em sua
maioria, ndo sao bloqueados por antagonistas classicos de ARs (como por exemplo, a

flutamida).

Os efeitos ndo-gendémicos dos androgenos geralmente envolvem rapida ativacao
de vias de sinalizacdo, inducdo de mensageiros secundarios, aumento do Ca**

citosolico, ativacdo das proteinas quinases A e C (PKA e PKC, respectivamente) e



ativacdo de quinases ativadas por mitogenos (MAPKs, mitogen-activated protein
kinases) levando a diferentes efeitos celulares (HEINLEIN e CHANG, 2002) (Figura 3).
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Figura 3. Receptores para andrégenos e mecanismos de a¢cdo dos androgenos.

Os ARs e ARms séo expressos em varios tipos celulares, tais como células de
musculatura esquelética, fibroblastos, mastécitos, células endoteliais e de musculo liso
vascular (LITTLETON-KEARNEY e HURN, 2004; SINHA-HIKIM et al., 2004).
Especificamente no sistema cardiovascular, o0s ARs sdo expressos por uma variedade
de células incluindo as células endoteliais, células do muasculo liso vascular, fibras do
miocardio, macréfagos e plaquetas. A quantidade de ARs no miocéardio e na aorta de
ratos, coelhos e primatas ndo humanos sdo semelhantes entre machos e fémeas. No
entanto, os machos apresentam maior quantidade de receptores nucleares, dado

consistente com a maior ativacdo de AR por testosterona endogena (LIN et al., 1990).



1.2.3 Efeitos dos Androgenos

Os diferentes tecidos apresentam graus variaveis de sensibilidade a
testosterona, os quais podem estar relacionados a heterogeneidade na distribuicéo
tecidual ou expressdo dos ARs e de enzimas envolvidas na sintese e degradacdo dos
androgenos, a ativagdo de mecanismos ndo-gendmicos e a presenca de polimorfismos
nos ARs. Como exemplo, a repeticédo do triplete CAG (poliglutamina) esta inversamente
relacionada a sensibilidade tecidual a androgenos (LIU et al., 2003).

Os efeitos vasculares da testosterona sdo complexos e associados a dose,
tempo de exposicao, realizacdo dos estudos in vitro e/ou in vivo, presenca de doenca
cardiovascular e, também, ao sexo. Para exemplificar tal complexidade, podemos citar
gue testosterona pode causar vasodilatacdo (ADAMS et al., 1995; DEENADAYALU et
al., 2001; JONES et al., 2004; LITTLETON-KEARNEY e HURN, 2004; SARREL, 1999;
TATCHUM-TALOM et al.,, 2002; YUE et al.,, 1995); ou vasoconstricdo (LITTLETON-
KEARNEY e HURN, 2004; TEOH et al., 2000) associada a regulacdo da sintese de

agentes vasoativos como a prostaciclina (BERN et al., 1981).

Além de efeitos na modulacéo do tbnus vascular, tém sido mostrados efeitos na
funcdo cardiaca, como por exemplo, o comprometimento da cicatrizacdo e
remodelamento cardiacos em modelo de infarto do miocardio (CAVASIN et al., 2006),
diminuicao da recuperacao da funcdo do miocardio apds isquemia e reperfusdo (WANG
et al., 2005) além de funcdo anti-arterogénica (ALEXANDERSEN et al., 1999; BRUCK
et al., 1997; HANKE et al., 2001; LARSEN et al., 1993; NATHAN et al., 2001)

A ambiguidade dos efeitos da testosterona no sistema cardiovascular também
pode ser observada na clinica médica. Por exemplo, a reposicdo com andrégenos pode
ter efeito benéfico na presenca de doenca vascular em homens, enquanto que, em
mulheres, pode aumentar o risco de doenca cardiovascular (LITTLETON-KEARNEY e
HURN, 2004). Por exemplo, a reposicdo hormonal com testosterona pode levar a
diminuicdo da resposta isquémica em pacientes com doenca cardiovascular (SARREL,
1997) e diminuicdo da resisténcia vascular periférica em homens com doenga
coronariana (PUGH et al., 2003). Além disto, baixos niveis de testosterona tém sido
associados a aterosclerose da aorta e carétida em homens idosos (HAK et al., 2002;



VAN DEN BELD et al., 2003). Por outro lado, doses supra fisiolégicas de testosterona
estdo associadas ao desenvolvimento da hipertrofia ventricular esquerda e insuficiéncia
cardiaca (FERRERA et al., 1997).

Nos ultimos anos, tém sido descritas acdes da testosterona sobre a proliferacao
celular e mediadores do processo inflamatério, eventos importantes que podem
contribuir para as alteracbes funcionais e estruturais presentes em doengas
cardiovasculares, como hipertensao arterial, pré-eclampsia e aterosclerose. Em relacéo
aos efeitos da testosterona sobre a proliferacdo celular, podemos mencionar que tanto
a testosterona como a DHT estimulam a proliferacdo de CMLV (KOLODGIE et al.,
1996) (AKISHITA et al., 1997) e de células endoteliais em cultura (WILLIAMS et al.,
2004). Efeitos pro-apoptoticos para a testosterona também foram descritos em células
endoteliais privadas de soro (LING et al., 2002), em coracao isolado (WANG et al.,
2005) e em células da musculatura lisa vascular da artéria coronaria de porcos
(BOWLES et al., 2007).

Muitos agentes vasoativos e moléculas de sinalizacdo participam dos processos
hipertensivo, inflamatério e apoptético mencionados acima. Cada vez mais temos
evidéncias que as espécies reativas de oxigénio (EROs) tém papel na fisiologia e
fisiopatologia vascular. A seguir, discutiremos a sua geracao e importancia nesse

contexto.

1.3 Espécies Reativas de Oxigénio

As EROs sédo formadas continuamente durante o metabolismo celular. Em
células de mamiferos, as principais fontes das EROs sdo a cadeia de transporte de
elétrons na mitocondria, as enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(NADPH oxidase), xantina oxidase e o6xido nitrico sintase (NOS). Fontes enzimaticas
secundarias como a ciclooxigenase e a lipooxigenase, também podem contribuir para a
formacao de EROs nesses tipos celulares (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).



Muitas sdo as EROs formadas no organismo, dentre elas estdo o &anion
superéxido (O27), o radical hidroxila ("OH), o 6xido nitrico (*"NO), o peroxinitrito (ONOQO")
e peréxido de hidrogénio (H.Oz). O O;", formado pela reducdo de um elétron do
oxigénio molecular por enzimas como a NADPH oxidase, pode modular vias de
sinalizacdo intracelulares, mas pode também gerar outras EROs. Por exemplo, o O3
pode reagir com o *NO levando a formagcdo de ONOQO'. Por outro lado, o O, pode ser
dismutado a H,0O, pela superoxido dismutase (SOD). Posteriormente, o H,O, pode ser
transformado em agua e metabdlitos secundérios pela acdo da catalase, da glutationa
peroxidase ou de peroxiredoxinas (DROGE, 2002). Na presenca de metais de
transicdo, o H,O, pode ser convertido a "OH (CHANCE et al., 1979) (Figura 4).

*NADPH oxidase HZO
«Ciclooxigenase
+Xantina Oxidase SOD
e —2 s 0,,
*Mitocondria
0,, H,0
e e+ H* e e + 2H*
2 02 024 Hzoz o - OH_ + OH. < 2H20
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Cl-
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Figura 4. Esquema representativo da sintese e metabolismo de EROs.

As EROs participam de reacdes em cadeia, transmitindo sinais a partir do seu
ponto de formacdo para sitios relativamentes distantes através de reacdes que
envolvem muitas vezes o processo de transferéncia de elétrons (CUZZOCREA et al.,
2001). Fisiologicamente, as EROs modulam vias de sinalizagdo celular modificando

residuos de aminoacidos especificos ou grupamentos heme em proteinas (LYLE e



GRIENDLING, 2006). Cada ERO tem um mecanismo de acdo especifico, por exemplo,
o O, reage com centros Fe-S de moléculas contendo heme, resultando na alteragdo de
sua funcéo. Por outro lado, o H,O, pode por sua vez, oxidar residuos de cisteina em
proteinas, permitindo efeitos especificos das EROs. Modificacdes oxidativas reversiveis
regulam a atividade de proteinas tirosina fosfatases, peroxiredoxinas e fatores de
transcricdo (FORMAN et al., 2004; WOLIN, 2000).

O estresse oxidativo é caracterizado por desequilibrio e rotura da sinalizacao e
controle redox (JONES, 2006). Durante o0 estresse oxidativo ocorre atividade
aumentada das EROs que reagem diretamente com macromoléculas biolégicas, como
DNA, RNA, proteinas, carboidratos, esterdides e lipideos, promovendo dano celular
(VAZIRI et al., 2000). O aumento da atividade das EROs interfere em mecanismos de
sinalizacao intracelular, ativando fatores de transcricdo sensiveis as reacdes de oxi-
reducdo, como por exemplo o fator nuclear kappa B (NFkB: nuclear factor kappa-B) e o

fator ativador de proteina-1 (AP-1: activator protein-1).

No sistema cardiovascular, as EROs s&o produzidas em pequenas
concentracfes agindo como moléculas sinalizadoras regulando o tdnus, o crescimento
(RAO e BERK, 1992) e a diferenciagdo (GRIENDLING et al., 2000) das CMLV, atuando
fisiologicamente na manutencéo da integridade cardiaca e vascular. Adicionalmente, as
EROs atuam como moduladores de processos patolégicos (GRIENDLING et al., 2000)
como hipertensdo, diabetes, aterosclerose e insuficiéncia cardiaca congestiva
(LANDMESSER e HARRISON, 2001; NABHA et al., 2005; ZALBA et al., 2001) podendo
levar a disfungcdo endotelial, aumento da contratilidade vascular, crescimento e
apoptose de CMLYV, lipoperoxidacdo e aumento da deposicado de proteinas da matriz
extracelular (RAO e BERK, 1992).

Nos ultimos anos, o complexo enzimatico NADPH oxidase tem sido considerado
a principal fonte de geracdo das EROs na vasculatura (TOUYZ e SCHIFFRIN, 2004).
Esta enzima esta constitutivamente ativa em todas as camadas da parede vascular,
gerando EROs intracelularmente de forma lenta e continua (LI e SHAH, 2002) em
resposta a um determinado agente (GRIENDLING et al., 2000). Em vasos sanguineos,

células residentes, n&o vasculares, como neutrofilos, macrofagos, e plaquetas, também



expressam NADPH oxidase e contribuem, portanto, para a geracdo de EROs vascular.
Muitos fatores atuam na modulacdo desta enzima, entre eles fatores humorais
(citocinas, fatores de crescimento e agentes vasoativos) e fatores fisicos (estiramento,
tensado de cisalhamento) (LASSEGUE e CLEMPUS, 2003).

As NADPH oxidases vasculares diferem estruturalmente (homologia) e
bioguimicamente (cinética de ativacao, regulacéo) (LASSEGUE e CLEMPUS, 2003) da
NADPH oxidase fagocitica, a primeira descrita, ativa em processos de defesa do
hospedeiro (GRIENDLING et al., 2000). Ao contrario das NADPH oxidases vasculares, o
complexo enziméatico NADPH oxidase de fagdcitos, produz grandes quantidades de
EROs de maneira induzivel e para um compartimento externo, o fagossoma. A inducao
ocorre pela presenca de agentes bacterianos ou citocinas, o que resulta na geracéo de
anion superoxido em grandes quantidades, o chamado burst oxidativo. A forma cléassica
desta enzima, presente no fagocito, possui subunidades localizadas no citoplasma
celular (p47phox, p67phox, p40phox e Rac2) e subunidades localizadas na membrana
celular (gp91phox e p22phox, que formam o flavocitocromo bssg) (GEISZT, 2006).

A ativacdo da NADPH oxidase fagocitica € um processo de varias etapas. Esse
processo inicia-se pela fosforilacdo de um residuo de serina da p47phox,
desencadeando a formacao de um complexo das subunidades citoplasmaticas, o qual é
translocado para a membrana, aonde se associa ao flavocitocromo bssg, constituindo
assim, a enzima na forma ativa (BABIOR et al., 2002; DELEO e QUINN, 1996).

Por muitos anos, sabia-se somente que células ndo fagociticas, como por
exemplo, células vasculares, também eram capazes de produzir EROs. No entanto, os
mecanismos enzimaticos envolvidos nesta geracao eram totalmente desconhecidos. Foi
a descoberta da existéncia de homélogos da gp9lphox que abriu caminhos para a
melhor compreensdo da producdo de EROs em células ndo fagociticas (GEISZT,
2006).

Os homologos da gp91phox sdo designados a familia Nox (Nox1, Nox2- antes
conhecido como gp91phox-, Nox3, Nox4, Nox5, Duoxl e Duox2). Todas as Nox
transportam elétrons através de membranas bioldgicas para reduzir oxigénio a O™, e

possuem propriedades estruturais conservadas que incluem: um sitio de ligacao para



NADPH e um sitio de ligagdo para FAD, localizados na porcédo carboxi-terminal; seis
dominios transmembrana e quatro histidinas como sitios de ligacdo para moléculas de
heme (GEISZT, 2006).

A expressdo desses homologos varia com a espécie, o tecido e o tipo celular.
Particularmente em células do sistema vascular, podem ser encontrados os homadlogos
Nox1l (CMLV), Nox2 (células endoteliais), Nox4 (CMLV) e Nox5 (células endoteliais e
CMLV). Dentre os homologos expressos em CMLV (Nox1, Nox4 e Nox5), apenas as
Nox1l e Nox4 sdo expressas em ratos (GEISZT, 2006). Assim, nossos estudos foram

direcionados para essas isoformas.

A Nox1 foi o primeiro homologo a ser identificado (SUH et al., 1999). E
constituida por 564 aminoacidos e possui 56% de identidade com a Nox2. Assim como
a Nox2, possui seis segmentos transmembrana e dominios conservados que
correspondem ao sitio de ligacéo para o heme, a flavina e o NADPH. Em CMLV, a Nox1
€ expressa na membrana celular e colocaliza-se com a caveolina (HILENSKI et al.,
2004). A atividade da Noxl1 e, consequientemente, a producdo de O, pela Noxl, é
regulada pelas subunidades p47phox, p22phox (GEISZT, 2006).

A Nox4 foi primeiramente denominada Renox (do inglés, renal oxidase) por ser o
homélogo mais expresso nos rins (GEISZT et al., 2000; SHIOSE et al., 2001).
Constituida por 578 aminoéacidos, apresenta 39% de homologia com a Nox2 e é
expressa em regifes como as adesdes focais, o reticulo sarcoplasméatico (HILENSKI et
al., 2004) e o nucleo (PEDRUZZI et al., 2004).

A atividade enzimatica da Nox4 foi descrita por Geiszt e colaboradores que
demonstraram a producdo constitutiva de O,” em fibroblastos transfectados com Nox4.
A Nox4 forma um complexo molecular ativo com a p22phox (AMBASTA et al., 2004;
MARTYN et al., 2006). A producéo de EROs pela Nox4 depende somente da p22phox,
nao sendo regulada pelas subunidades citosélicas da NADPH oxidase (MARTYN et al.,
2006).

As diferengas entre os homologos da Nox vao além da estrutura e localizagéo
celular. Estudos em modelos animais para reestenose mostram que a Nox1 e a Nox4

sdo ativadas em tempos diferentes, indicando mecanismo e cinética distintos de



ativacdo, o que pode estar relacionado com fun¢des especificas no remodelamento
vascular (BANFI et al., 2001). Por exemplo, a Nox1 tem sido associada a efeitos
indutores de atividade mitogénica e crescimento celular, enquanto a Nox4 esta

relacionada a senescéncia celular (BANFI et al., 2003).

O processo de ativagdo Nox-especifico pode envolver vias de sinalizacdo
distintas. Adicionalmente, agentes vasoativos como hormdnios e fatores de
crescimento, também podem modular especificamente as Nox (LASSEGUE et al., 2001;
SUH et al., 1999).

Devido as importantes descobertas sobre as fun¢fes vasculares das Nox, pouco
tem sido investigado sobre as agbes das EROs derivadas da mitocondria no sistema
cardiovascular. As mitocondrias sdo classicamente conhecidas como organelas
produtoras de energia. No entanto, essas organelas participam de processos celulares
fundamentais como a regulacéo da concentracdo de Ca®" intracelular (DUSZYNSKI et
al., 2006), sinalizacao pelo H,O, (BROOKES et al., 2002) e modulacdo da apoptose
(BROOKES et al.,, 2000), sendo portanto, organelas que recebem, integram e
transmitem sinais, tendo papel crucial na resposta celular a uma variedade de estimulos
(GOLDENTHAL e MARIN-GARCIA, 2004). Desta maneira, € impossivel ignorar o fato

de que tais organelas podem contribuir para o estresse oxidativo vascular.

Na cadeia de transporte de elétrons, dois complexos podem ser considerados
fundamentais na geracdo do O;" na mitocdndria, sendo eles os complexos | (NADH
desidrogenase) e Ill (ubiquinona-citocromo ¢ oxidorredutase) (BRAND et al., 2004). Os
mecanismos envolvidos nessa geracdo ainda ndo estdo totalmente esclarecidos,
principalmente no complexo | no qual o sitio de producédo de O;”, a sequéncia exata de
transferéncia de elétrons e o acoplamento desta com o gradiente de prétons ainda nao
foram perfeitamente descritos (DEGLI e GHELLI, 1994). Por outro lado, ja foi
demonstrado que a producdo de O, no complexo lll envolve a reducdo de um elétron
do radical semiubiquinona (UQ") resultando na geracdo do O, . Neste complexo, a
transferéncia de elétrons do ubiquinol (UQH>) para o citocromo c € catalisada pelo ciclo
Q (CROFTS, 2004), no qual o ubiquinol se difunde da membrana para seu sitio de

ligacdo (Qo) ocorrendo transferéncia do primeiro elétron para a proteina Rieske (que



passa 0 mesmo para o cit c1 e posteriormente para o cit ¢), 0 que resulta na liberacao
de dois ions hidrogénio e a formagé&o do radical semiubiquinona. Em condi¢des normais
este radical é rapidamente convertido a UQ. O radical UQ™ pode reagir com o oxigénio
dissolvido na membrana da mitocondria, produzindo O,", especialmente em condi¢des
em que o fluxo de elétrons esta reduzido (JEZEK e HLAVATA, 2005).

Uma caracteristica bastante interessante é que a geracdo de O™ pela cadeia de
transporte de elétrons in vitro é sensivel a for¢ca préton-motora (composta pelos
gradientes de potencial e de concentracdo) na mitocondria. A diminuicdo desta forca
tende a oxidar ciclo Q e diminuir o fornecimento de elétrons no complexo I, diminuindo a
producdo de O," (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Com relacdo aos efeitos da testosterona sobre a geracdo de EROs, ja foi
demonstrado que a testosterona diminui os niveis de vitamina E e a atividade da
glutationa peroxidase, enquanto aumenta os niveis de malondialdeido, aumentando o
estresse oxidativo em testiculo de coelhos (AYDILEK et al., 2004). Por outro lado,
outros estudos descrevem que, na prostata de ratos, a castracdo induz o estresse
oxidativo, tanto pelo aumento da expressao das subunidades da NADPH oxidase como
pela diminuicdo da expressao de enzimas anti-oxidantes, sendo que o tratamento com
testosterona inibe este efeito (TAM et al., 2003). Adicionalmente, o tratamento com
testosterona diminui a geragdo de O, em neutréfilos humanos (BEKESI et al., 2000).
N&o encontramos na literatura referéncias sobre a modulacdo da geracdo de EROs

pela testosterona em CMLV em cultura.

Como mencionado anteriormente, as EROs podem levar a ativacao de diferentes
vias de sinalizagdo. A sinalizagdo redox pode ser definida como a modulagdo da
atividade protéica por reacdes de oxidacao e reducdo e tem sido reconhecida como um
dos mecanismos fisiolégicos mais importantes no controle da atividade celular
(SCHOONBROODT e PIETTE, 2000). No sistema vascular as EROs agem como
moléculas sinalizadoras regulando o tbnus e crescimento das CMLV (RAO e BERK,
1992) atuando na manutencdo da integridade cardiaca e vascular. Em condi¢cbes de
estresse oxidativo, as EROs podem levar a disfuncdo endotelial, aumento da

contratilidade vascular, crescimento e apoptose de CMLV, lipoperoxidacdo e aumento



da deposicao de proteinas da matriz extracelular (RAO e BERK, 1992). Dessa forma,
descreveremos a seguir, algumas vias de sinalizacdo e efeitos celulares modulados
pela EROs.

1.4 Vias de sinalizacdo redox

1.4.1 Proteinas quinases

As MAPKs sdo uma familia de quinases serina/treonina associadas a muitas
cascatas de sinalizacdo relacionadas a modulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e
morte celular. A ativacdo das MAPKs depende de uma série de eventos de fosforilacéo,
0 que possibilita a interacdo de diferentes vias de sinalizacdo e amplificacdo do sinal.
Dentre os fatores que ativam as MAPKs podemos citar angiotensina Il (Ang Il), o fator
de crescimento derivado de plaguetas (PGDF) e também EROs (PARAVICINI e
TOUYZ, 2006).

Além das MAPKSs, outras quinases também podem ser ativadas por EROs como,

por exemplo, as proteinas tirosina-quinases. Estas proteinas podem ser divididas em

dois grupos:

1. Proteinas tirosina-quinases que sdo receptores, como por exemplo, o
receptor para fator de crescimento epidermal (EGFR) e o receptor-h
para o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR-h)

2. Proteinas tirosina-quinases que ndo sao receptores, como por exemplo,

a familia da tirosina-quinase Src.

E de grande relevancia enfatizar que a geracdo de EROs pode ocorrer tanto
antes como apés a ativacdo das MAPKs e de proteinas tirosina-quinases, isto é, a
formacdo de EROs pode resultar da ativacdo dessas quinases mas pode também levar
a fosforilacdo das mesmas, ativando-as. Por exemplo, em CMLV a ativacdo da
p38MAPK é dependente de H,O, (USHIO-FUKAI et al.,, 1998) enquanto que em



fibroblastos estimulados com busulfan (agente alquilante) ocorre fosforilagdo da ERK1/2
e da p38MAPK via O, " gerado pela NADPH oxidase (PROBIN et al., 2007). A p38MAPK
€ um importante mediador do crescimento de CMLV (PARAVICINI e TOUYZ, 2006) da
deposicado de colageno na hipertensdo (TOUYZ et al., 2001) e pode contribuir para a
vasoconstri¢cao induzida pela Ang Il (MELOCHE et al., 2000). De modo geral a ativagcéo
da p38MAPK pode estar relacionada a alteracdes estruturais e funcionais presentes na

hipertenséao.

Com relacdo as proteinas tirosina-quinases, podemos citar a transativacdo do
EGFR por H,O, e Ang Il via c-Src (CHEN et al., 2001). Por outro lado, a Src também
esta envolvida em via de sinalizacdo apés a ativacdo do EGFR uma vez que a inibicéo
do EGFR atenua a fosforilacdo de c-Src e ERK1/2 (TOUYZ et al., 2002). Este duplo
papel da Src também € observado na cascata de fosforilacdo responsavel pela ativagéao
da NADPH oxidase por Ang Il em CMLV (SESHIAH et al.,, 2002). A c-Src regula a
atividade da NADPH oxidase, pois estimula a fosforilagéo e translocacdo da p47phox
(TOUYZ et al., 2003) e, por outro lado, é uma enzima redox, suscetivel a ativagdo por
EROs.

Crescentes evidéncias sugerem que a testosterona modula vias de sinalizagao
intracelular. A via melhor descrita é a ativacdo da fosfolipase C com aumento dos niveis
de diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato em células da musculatura esquelética
(ESTRADA et al., 2003) e em osteoblastos de ratos (LIEBERHERR e GROSSE, 1994).
Adicionalmente, a c-Src parece estar envolvida na sintese e a¢cdo dos andrégenos uma
vez que a inibicdo da c-Src em células adrenais resulta em aumento da producédo de
DHEA e DHEAS (SIRIANNI et al., 2003). Posteriormente, foi demonstrado que a
testosterona pode induzir a ativacdo da Src em LnCaP via RACK1 (receptor for
activated C kinase 1) o que leva a fosforilacdo do residuo de tirosina do receptor para
androgenos regulando sua atividade (KRAUS et al., 2006).

A ativacdo de ERK1/2 pela testosterona ja foi demonstrada em células nao
vasculares como, por exemplo, neurdnios hipocampais (NGUYEN et al., 2005), células
de muasculo esquelético (ESTRADA et al., 2003) e células tumorais de carcinoma de

adrenal humanas (BROWN et al., 2001). Por outro lado, outros grupos demonstraram



gue a testosterona ndo modula a atividade da ERK1/2 em tecido renal de ratos com
doenca autossémica dominante policistica renal (NAGAO et al., 2005) e em neurbnios
cerebelares de ratos (WONG et al., 2003).

Estes dados nos indicam que existem fatores que modulam a ativacéo de vias de
sinalizacao pela testosterona, como por exemplo, o tipo celular e/ou tecido em questéo,
bem como as condi¢des daquele tecido (presenca ou auséncia de patologia).

1.5 Efeitos Celulares Mediados por EROs

As EROs modulam diferentes efeitos celulares como a migracéo, a apoptose, a
proliferacdo e a senescéncia celulares. A migracdo das CMLV €& um processo muito
importante no remodelamento vascular que ocorre na hipertensdo. Dessa forma,
descreveremos alguns aspectos importantes sobre os mecanismos envolvidos neste

processo.

1.5.1 Migragéao Celular

A movimentacédo celular € um dos processos mais dificeis de serem explicados
molecularmente. Partes diferentes da célula mudam simultaneamente, e ndo ha uma
organela especifica responsavel por esse processo. A actina forma a base para a
migracdo celular e para tanto, sofre muitas transformacdes conforme a célula se
desloca, emitindo lamelipédios e filopodios, associando-se com contatos focais,
formando fibras e assim por diante (ALBERTS, 2002).

O processo de migracdo celular pode ser dividido basicamente em trés
processos (ALBERTS, 2002).

1. Protruséo: protrusdes na forma de lamelipodios e filopddios sdo emitidas pela
parte frontal da célula. Um dos primeiros eventos para a migracao € o estabelecimento
de polaridade na célula, indicando o sentido no qual a célula migrar4, o que permite a

extensdo do lamellipodia a partir membrana celular. A formacdo dessas protrusdes é



promovida pela polimerizagdo de uma cadeia de filamentos de actina a e sua
estabilizacdo esta relacionada a formacdo de complexos focais dentro das mesmas.
(ALBERTS, 2002; LYLE e GRIENDLING, 2006).

2. Adeséo: os filamentos de actina estabelecem conex&o com o substrato via
complexos focais (regides na membrana onde receptores para integrina, filamentos de
actina e outras proteinas se agrupam). Os receptores transmembrana para proteinas
existentes na matriz extracelular conectam a membrana plasmatica ao substrato. Além
disso, os filamentos de actina no citoplasma interagem com dominios citoplasmaticos

desses receptores por proteinas-ligantes a actina (LYLE e GRIENDLING, 2006).

3. Tragao: o corpo celular se desloca para frente. Os complexos focais vao se
fortalecendo em adesfes focais que funcionam como pontos de tracdo a superficie
na qual a célula migra. Para que o deslocamento celular seja efetuado, as adesdes
focais devem ser continuamente formadas e quebradas. Além do estabelecimento
das adesbes focais, é necessério que a célula gere forca para iniciar a sua
progressao. Ja foi proposto que GTPases Cdc42 e Rho regulam as forcas contrateis
por modularem a fosforilagdo da cadeia leve de miosina (CLM). A fosforilagdo da
CLM promove dimerizagdo e interacdo com actina levando a contracdo. A Rho
quinase, ativada por Rho e EROs, inibe a miosina fosfatase permitindo que a célula
permaneca em estado contratil (ALBERTS, 2002; LYLE e GRIENDLING, 2006).

Efeitos diretos e indiretos de proteinas sinalizadoras podem modular a migracao
celular in vivo durante resposta inflamatéria ou resposta a dano celular. Nesse
contexto, componentes da matriz extracelular, como por exemplo, a osteopontina,
colageno |, colageno IV e laminina, induzem migracdo celular. Além disso, muitas
guinases sinalizadoras interagem com adesdes focais incluindo Src, quinase de
adeséao focal (FAK, focal adhesion kinase), quinase dependente de fosfoinositideo,
MAPKSs e PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) (GERTHOFFER, 2007; GERTHOFFER,
2008; LYLE e GRIENDLING, 2006).

A migracdo de CMLV é fundamental para muitos processos fisiol6gicos como
desenvolvimento embrionario, respostas inflamatérias e resposta a dano

tecidual/celular. Diferentes agentes vasoativos podem levar a migragdo das CMLV e



varios sdo os fatores envolvidos neste processo, dentre eles, as EROs. Varios
estudos ja demonstraram a participacdo de EROs na migracado de CMLV estimuladas
por varios agonistas como fenilefrina (NISHIO e WATANABE, 1997; WANG et al.,
2001), fator de crescimento vascular endotelial, trombina (WANG et al., 2004), entre

outros.

Ainda ndo ha estudos com relagédo as agfes da testosterona sobre a migracéo
de CMLV.



8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

1. A testosterona € capaz de modular a geracdo de EROs e a ativacao de
vias de sinalizacdo em células da musculatura lisa vascular de ratos

Wistar, WKY e SHR, por mecanismos gendmicos e nao-gendmicos.

2. A geracdo de EROs pela testosterona em CMLV depende da
concentracdo, do tempo de estimulo e ocorre provavelmente por

diferentes fontes.

3. Os mecanismos envolvidos nessa geracao diferem em células de animais
normotensos e hipertensos, sendo que a geracdo € mais rapida em
CMLV-SHR, onde observamos papel fundamental da c-Src no processo

hipertensivo.

4. As EROs formadas pelo estimulo da testosterona levam a efeitos

biolégicos importantes como a migracao celular.

5. A testosterona induz um fendtipo hipertensivo em células de animais
WKY. Esta afirmacgéo é baseada no fato de que a testosterona aumenta a
expressdo de subunidades da NADPH oxidase, induz o estresse oxidativo

e induz a migracgao celular em células de animais normotensos.

6. Em células de animais hipertensos, a testosterona regula fenbmenos que
contribuem para o processo hipertensivo, como a geracdo de EROs,

ativacdo da NADPH oxidase e migragéo celular.

Nossos dados corroboram trabalhos que indicam que o estresse oxidativo e as
EROs contribuem para o desenvolvimento e manutencéo da hipertenséo arterial, sendo
0 primeiro a demonstrar mecanismos especificos das a¢des da testosterona em células

da musculatura lisa vascular (Figuras 34 e 35).

Portanto, no presente estudo caracterizamos os efeitos da testosterona sobre as

espécies reativas de oxigénio, elucidamos algumas das vias de sinalizacdo envolvidas



nas acgbes extra-gonadais dos andrégenos e demonstramos efeitos funcionais
importantes da testosterona em CMLV. Nossos dados nos permitem compreender
melhor o0s possiveis mecanismos envolvidos nas diferencas cardiovasculares

relacionadas ao sexo

Outras
fontes

?

. c-Src —> P-Src
AKT—> P-AKT

p38 —> P-p3s

Nicleo

Remodelamento
e Vascular

Migracdo Celular

Figura 34. Figura representativa dos mecanismos envolvidos na migracao celular induzida pela
testosterona em CMLV-WKY.
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c-Src —> P-Src Outras AKT —> P-AKT

fontes p38 —> P-p38
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Figura 35. Figura representativa dos mecanismos envolvidos na migracao celular induzida pela
testosterona em CMLV-SHR.
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