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Resumo

Introducéo: Estudos relacionam a diminui¢do da concentracdo plasméatica de HDL a sindrome metabdlica, diabetes e
hipertrofia cardiaca. Além disso, a redugdo enddgena de testosterona aumenta os fatores de riscos cardiovasculares.
Objetivo: Avaliar a influéncia da testosterona exdgena na dislipidemia e na Hipertrofia ventricular esquerda (HVE) de
camundongos knockout para o gene do receptor de LDL (LDLr-/-). Métodos: Os animais foram divididos em quatro
grupos (n=10): S - alimentados com dieta padréo para roedores; ST - alimentados com dieta padrdo para roedores e
receberam testosterona (Durasteston® 10mg/kg/semana, via IM); HL - alimentados com dieta hiperlipidica e HLT -
alimentados com dieta hiperlipidica e receberam testosterona (Durasteston® 10mg/kg/semana, via IM). Apds o
experimento, o sangue foi coletado por puncdo do plexo venoso retro-orbital para as determinagdes séricas de glicose,
insulina, triglicerideos, colesterol total e suas fragBes. Posteriormente foi realizada toracotomia, retirada aorta toracica e
o0 coragdo para analise de estado oxidative e morfologia cardiaca. Resultados: Os camundongos HL e HLT apresentaram
dislipidemia mista severa quando comparados com os camundongos S e ST. Contudo, os camundongos HLT
apresentaram aumento nos niveis séricos de HDL quando comparados com os HL. Os camundongos ST e HLT também
apresentaram HVE, caracterizada pelo aumento do didmetro dos cardiomidcitos, contudo, ndo apresentaram aumento no
dep6sito de coldgeno quando comparados com os camundongos HL. A testosterona preveniu parcialmente o aumento da
&rea imunorreativa para 0 CD40L (HLT vs HL). A testosterona no grupo HLT preveniu o0 aumento dos anions superéxidos
na aorta e do indice de Homa, quando comparados aos camundongos do grupo HL, com reducdo dos niveis plasméticos
de insulina, sem alterar a glicemia. Conclusao: Neste estudo, a testosterona exdgena proporcionou efeito metabélico e
cardiaco benéfico em camundongos dislipidémicos. Contudo, a atencdo em seus niveis faz se necessario em pacientes
cardiopata e com diabetes mellitus tipo 2.

Palavras-chave: Camundongo; Estresse Oxidative; Perfil Lipidico; Resisténcia Insulinica; Testosterona; Dislipidemia.

Abstract

Introduction: Studies relate the decrease in plasma concentration of HDL with metabolic syndrome, diabetes and cardiac
hypertrophy. In addition, the reduction of endogenous testosterone increases cardiovascular risk factors. Objective: To
evaluate the influence of exogenous testosterone on dyslipidemia and left ventricular hypertrophy (LVH) in knockout
mice for the LDL receptor gene (LDLr-/-). Methods: Animals were divided into four groups (n=10): S - fed a standard
rodent diet; ST - fed a standard rodent diet and received testosterone (Durasteston® 10 mg/kg/week, IM); HL - fed a high
fat diet and HLT - fed a high fat diet and received testosterone (Durasteston® 10 mg/kg/week, IM). After the experiment,
blood was collected by puncture of the retroorbital venous plexus for serum determinations of glucose, insulin,
triglycerides, total cholesterol and its fractions. Subsequently, thoracotomy was performed, thoracic aorta and heart were
removed for analysis of oxidative status and cardiac morphology. Results: HL and HLT mice presented severe mixed
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dyslipidemia compared to S and ST mice. However, HLT mice showed an increase in serum HDL levels compared to
HL. ST and HLT mice also exhibited LVH, characterized by increased cardiomyocyte diameter, however, they did not
show increased collagen deposition compared to HL mice. Testosterone partially prevented the increase in the
immunoreactive area for CD40L (HLT vs HL). Testosterone in the HLT group prevented the increase in superoxide
anions in the aorta and in the Homa index, compared to mice in the HL group, with a reduction in plasma insulin levels,
without altering glycemia. Conclusion: In this study, exogenous testosterone provided beneficial cardiac and metabolic
effects in dyslipidemic mice. However, it is necessary to pay attention to its levels in patients with heart disease and type
2 diabetes mellitus.

Keywords: Mouse; Oxidative Stress; Lipid Profile; Insulin Resistance; Testoterone; Dyslipidemia.

1. INTRODUCAO

A dislipidemia se caracteriza por disturbios nas concentracdes do colesterol total, das suas
fracOes e dos triglicérides, assim como redugdes nos niveis de HDL, um dos mais significantes fatores
de risco para doencas cardiovasculares?.

A dislipidemia associada a trilogia composta por processo inflamatorio, disfuncdo do
endotélio e estresse oxidativo, aumenta o risco ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo224. A
resisténcia a insulina tem sido associada a niveis baixos de HDL e hipertrigliceridemia, de modo que
esses dois marcadores lipidicos plasmaticos relacionados sdo caracteristicas da sindrome metabdlica,
diabetes e hipertrofia cardiaca®”’.

Estudos mostraram que camundongos dislipidémicos knockout para o gene do receptor de
LDL (LDLr-/-) alimentados com dieta hiperlipidica por 15 dias, apresentaram aterosclerose, aumento
de 4,7 e 1,2 vezes nas concentracfes plasmaticas de colesterol total e triglicérides, respectivamente,
e aumento do estresse oxidativo na aorta, hipertrofia ventricular esquerda com aumento de 30% no
diametro dos cardiomidcitos e 35,5% do aumento do colageno intersticial e perivascular em relacéo
aos camundongos LdIr-/- alimentados com dieta padr&o®1°. Além disso, apresentaram reducéo severa
do HDL e aumento do processo inflamatério cardiaco marcado pelo aumento na area imunorreativa
para CD40L°.

Estudos mostraram associagdo entre niveis baixos de testosterona a obesidade, a sindrome
metabdlica, intolerancia a glicose, diabetes mellitus tipo 2 e risco de doencas cardiovasculares!'°.
Além disso, homens com hipogonadismo aumentam a chance de ter hipercolesterolemia®.

Os autores Jones e Kelly (2018) sugeriram que a testosterona diminui os niveis de HDL por
intensificar o transporte reverso do colesterol, permitindo assim que o HDL remova 0 excesso de
colesterol da parede arterial, facilitando o transporte para o figado para eliminacéo, o que leva a um
aumento do catabolismo.

Contudo, estudos epidemiologicos tém demostrado correlagdo entre os niveis de testosterona
e doengas cardiovasculares, condigdes como sindromes metabélicas e diabete mellitus tipo 21720,

Diante da constante busca por terapias no controle da dislipidemia e prevencdo da hipertrofia
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cardiaca, o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da testosterona exdgena na dislipidemia e na

hipertrofia ventricular esquerda de camundongos dislipidémicos.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa CEUA IFSULDEMINAS, sob
parecer de nimero: 05A/ 2014.

2.1 Design experimental

Foram utilizados camundongos machos, de 3 meses de idade, homozigotos para a auséncia
(knockout) do gene receptor de LDL (LDLr -/-), obtidos a partir do background C57BL6, pesando 21
+ 3 gramas. Os animais foram provenientes do biotério da Universidade José do Rosério Vellano
(Alfenas, MG, Brasil), mantidos em condi¢fes controladas de temperatura (22 = 1°C) e ciclo
claro/escuro de 12 horas.

Os camundongos LDLr -/- foram divididos em quatro tratamentos (n=10): S: animais
alimentados com dieta padrao (Nuvital®) para roedores e sem aplicacao de testosterona; ST: animais
alimentados com dieta padrao (Nuvital®) para roedores e com aplicacdo de testosterona; HL: animais
alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% de &cido
célico) e sem aplicacdo de testosterona; HLT: animais alimentados com dieta hiperlipidica (20% de
gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido cdlico) e com aplicacdo de testosterona.

Os grupos de camundongos tratados com testosterona receberam Durasteston® (principio
ativo: propionato de testosterona 30mg; fempropionato de testosterona 60mg; isocaproato de
testosterona 60mg; decanoato de testosterona 100mg) na dose de 10mg/kg/semana, por via
intramuscular.

Apbs 60 dias de experimento, todos 0os camundongos permaneceram em jejum de 8 horas,
foram pesados e, em seguida, anestesiados por via intraperitoneal (IP) utilizando-se Xilazina /

Ketamina (Bayer AS® e Parke-Davis®) nas doses de 9 e 90mg/Kg, respectivamente.
2.2 Dosagens bioquimicas

Ap0s o experimento, o sangue foi coletado por puncdo do plexo venoso retro-orbital para as
determinacfes séricas de glicose, insulina, triglicerideos, colesterol total e suas fracdes. A
determinacdo da concentracdo de glicose circulante foi realizada pelo método enzimatico

colorimétrico, utilizando o kit glicose PAP Liquiform da Labtest Diagndstica (Trinder 1969, Sacks
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2002). O nivel plasmatico da insulina foi mensurado com o kit comercial ELISA especifico (DAKO
Ltd, High Wycombe, Bucks, UK). O indice de Homa (Homair) foi calculado pela formula: {Homair
= insulinemia de jejum [mU/L] x glicemia em jejum [mmol/L/22,5}, para determinar a resisténcia a
insulina.

A triglicerolemia foi determinada pelo método enzimatico colorimétrico que utiliza quatro
enzimas, conforme o kit triacilglicerois GPO-ANA da Labtest.

A colesterolemia foi determinada pelo método enzimético, conforme kit colesterol Liquiform
da Labtest, utilizando-se associa¢do da reacdo de oxidacao catalisada pelo colesterol oxidase, apds
hidrélise dos ésteres de colesterol, com leitura de absorbancia em 500 nm.?t. As amostras foram
preparadas de acordo com as instrucdes do fabricante do Kit, e apds a leitura da absorbancia em 500
nm, foi calculada a concentracdo de colesterol em mg/dL. Foi utilizado o sistema enzimatico do kit
colesterol HDL da Labtest para precipitacdo das lipoproteinas de baixa e de alta densidade (LDL e
VLDL) e determinacdo do HDL no sobrenadante ap6s centrifugacio??.

Os valores das concentracdes do VLDL foram obtidos pela divisdo dos valores de triglicérides

por 5 e os valores do LDL pela subtragio de HDL e VLDL do colesterol total?*22,
2.3 Estado oxidativo

Apo6s a toracotomia, a aorta toracica foi removida. Os niveis de &nion superoxido foram
avaliados em homogenados de aorta toracica, utilizando-se quimioluminescéncia de lucigenina
(5mmol/L), conforme descrito por Laurindo et al. (2002). Os resultados foram relatados como

contagens por minuto (cpm)/mg de proteina, quantificadas pelo método de Bradford.
2.4 Morfologia cardiaca

Ap0s a toracotomia, o coracgdo foi removido. Os atrios e a parede do ventriculo direito foram
descartados e o ventriculo esquerdo pesado para calcular a razdo peso ventricular (mg)/peso do
camundongo (g), para determinar a hipertrofia ventricular. Apds a pesagem, os ventriculos esquerdos
foram para a analise histoldgica. Os ventriculos esquerdos destinados para a analise histologica foram
fixados por 24 horas em formalina a 10%. Em seguida, foram incluidos em parafina para cortes
histoldgicos de quatro micrémetros de espessura. Cortes histoldgicos foram corados com picrosirius
red e com hematoxilina/eosina para analise quantitativa do colageno, analise morfométrica dos
cardiomidcitos e para determinar a area da placa de ateroma, respectivamente. Foram obtidas quatro
fotomicrografias (200x), a partir de um mesmo ponto pre-fixado dos cortes transversais do ventriculo

de cada camundongo, utilizando-se a cAmera digital acoplada ao programa Leica IM50 (versdo 1.20).
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Foram medidos os diametros de 8 a 12 cardiomiccitos de cada corte histologicos, totalizando 8 cortes
histologicos em cada animal.

Os cortes corados com picrosirius red foram analisados com luz polarizada. Cada
fotomicrografia foi analisada pelo software LGMC-image versdao 1.0, por meio do qual seréo
adquiridas as porcentagens fracionais de colageno referentes as areas marcadas em vermelho pelo
picrosirius red.

Os cortes histoldgicos para imunoistoquimica dos ventriculos foram tratados com peréxido de
hidrogénio a 3% para bloquear a atividade da peroxidase endogena. Foi feito o bloqueio dos sitios
inespecificos com leite desnatado 2% diluido em PBS (phosphate-buffered saline) 10Mm pH 7,4. As
laminas foram incubadas por 12 horas com anticorpo policlonal produzido em coelho anti-CD40L
(Santa Cruz® 1:50) em cadmara Umida. Apés a incubacdo com o anticorpo primario, foi feita a
incubagdo com anticorpo secundério biotinilado (kit Dako® LSAB+), durante uma hora a 37°C. Para
evidenciar as areas imunorreativas, 0s cortes foram incubados com o complexo conjugado com
peroxidase (Dako® LSAB+), durante 45 minutos a 37 °C e colocados em solugdo de cromdgeno
(50mg de DAB em 50ml de PBS com 3ml de agua oxigenada 10%) por trés minutos. Posteriormente,
coloragdo com hematoxilina de Harris (Sigma®) por 25 segundos. Em seguida, as laminas foram
montadas e analisadas em microscépio optico. Todas as analises histoldgicas deste estudo foram

executadas por um unico examinador.

2.5 Analise estatistica

As determinacfes séricas foram expressas como média + erro padrdo da media (EPM). A
andlise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey, para comparar as médias entre diferentes

grupos. As diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p<0,05.

3. RESULTADOS

Durante o experimento, observou-se que todos os camundongos ganharam peso e consumiram
alimentos solidos (ingestdo média de sélidos (g) dos grupos S, ST, HL e HLT, 5,8+0,40; 6,2+0,30;
6,0+0,30; 6,2+0,20, respectivamente) e agua (ingestdo média de agua mL dos grupos S, ST, HL e
HLT, 6,1+0,08; 6,2+0,10; 6,2+0,10; 6,3+0,12, respectivamente), suficientes para fornecer a energia
e a hidratacdo necessarias para a manutencdo do metabolismo e suas atividades diarias, nao
apresentando diferencas quanto a ingestdo de agua e racdo (solidos) entre os grupos estudados.

Quanto ao peso dos animais, 0os camundongos dos grupos que receberam administracdo de
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testosterona (ST e HLT) ganharam mais peso qUe 0s demais grupos (24,8+0,4 g e 27,1+0,4q,
respectivamente). Contudo, os camundongos do grupo HL ganharam mais peso que os animais do

grupo S (26,9+0,59 e 22,5+0,49, respectivamente).
3.1 Perfil lipidico

Na anélise do perfil lipidico, os camundongos que receberam dietas hiperlipidica (HL e HLT)
apresentaram dislipidemia mista severa, com aumento dos niveis séricos do colesterol total, LDL,
VLDL e triglicérides, quando comparados com os camundongos dos grupos S e ST. Contudo, 0s
camundongos dos grupos HLT ndo apresentaram reducdo nos niveis séricos de HDL quando
comparados com os camundongos do grupo HL. Os camundongos do grupo S e ST n&o apresentaram
reducdo dos niveis séricos de HDL em relacdo aos demais grupos estudados (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos dos tratamentos com testosterona nos triglicerideos séricos, fracfes de
colesterol, glicose, insulina e Homa-ir em camundongos Ldlr - / - alimentados com dieta padrao
e hiperlipidica.

S ST HL HLT
TC (mg/dL) 26011 24447 ¢4 884+242b 830+172b
LDL (mg/dL) 171+10 159:+6,4 4 813+24,9%P 7464125
VLDL (mg/dL) 29+18 28+1,1¢9 48+3,12P 46+2,9%
HDL (mg/dL) 59+1,8 58+1,1¢%d 22+1,12bd 38+1,42bc
TG (mg/dL) 145+8,8 13761 4 242+15 5% 220+14,42
Glicose (mmol/L) 5,5+0,2 5,4+0,3¢d 5,6+0,1 5,6%0,2
Insulina (mU/mL) 2,610,1 2,7+0,3¢d 5,7+0,820d 3,9+0,5ab¢
Homa-ir 0,7 £0,06 0,7 +£0,05¢¢ 1,4 +0,202b4d 1,0 + 0,022b¢

Valores expressos em média £ EPM. S: grupo controle; ST: grupo tratado com dieta padrdo e testosterona; HL: grupo
tratado com dieta hiperlipidica; HLT: grupo tratado com dieta hiperlipidica e testosterona; TC: colesterol total; TG:
trigliceridios. n=7 em cada grupo. a P<0.05 vs S; b P<0.05 vs ST; ¢ P<0.05 vs HL; d P<0.05 vs HLT.

3.3 Parametros morfologicos e morfométricos

Na avaliacdo dos parametros morfologicos e morfométricos do ventriculo esquerdo, 0s
camundongos do grupo HL apresentaram HVE, com aumento em todos os parametros morfoldgicos
e morfométricos estudados, assim como a expresséo do CD40L, quando comparados aos
camundongos do grupo S. Os camundongos que receberam testosterona (ST e HLT) também
apresentaram hipertrofia ventricular esquerda (HVE), caracterizada pelo aumento do didmetro dos

cardiomidcitos (Figura 1 e Tabela 2), contudo, ndo apresentaram aumento no depdsito de colageno
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quando comparados com o0s camundongos do grUpo HL (Figura 1). A testosterona preveniu o

aumento da area imunorreativa para 0 CD40L no grupo HLT.

HLT

Figura 1: HE (coloragdo com hematoxilina e eosina): fotomicrografias representando o ventriculo esquerdo, mostrando
o diametro dos cardiomidcitos. PR (coloragdo com picrosirius red): fotomicrografias mostrando a distribui¢do do coldgeno
intersticial e perivascular (marcado em vermelho pelo corante) no miocardio do ventriculo esquerdo dos camundongos.
C: grupo de camundongos que receberam alimentagdo padrdo; CT: grupo de camundongos que receberam racdo padréo
e testosterona; HL: grupo de camundongos que receberam racdo com alto teor de gordura; HLT: grupo de camundongos
que receberam ragdo com alto teor de gordura e testosterona.

Tabela 2. Parametros da Aorta e do ventriculo esquerdo (VE).

s ST HL HLT
Aorta
Anion superoxido (cpm X 6.7+1.3 6.1+1.1 14.1+1,4204 6.9+1.5
10°%/mg proteina)
VE
Diametro dos 19405 2420,7 ¢ 250,52 27+0,6%
cardiomidcitos (Lm)
Colégeno (%) 5,240,3 5,620,3¢ 10,3+0,5204 6,620,3°
Peso do VE  (mg)/peso 3,540,08 4,020,072 4,540,042 4,620,062
corporeo (g)
CDA40L (%) 32+03 3,140,3% 7,9 £0,3204 5,1 +0,22b°

Valores expressos em média + EPM S: grupo controle; ST: grupo tratado com dieta padrdo e testosterona; HL: grupo
tratado com dieta hiperlipidica; HLT: grupo tratado com dieta hiperlipidica e testosterona. n=7 em cada grupo. a P<0.05
vs S; b P<0.05 vs ST; ¢ P<0.05 vs HL; d P<0.05 vs HLT.

A dislipidemia severa observada nos camundongos HL gerou um maior estresse oxidativo
(evidenciado pelo aumento dos anions superdxidos na aorta) associado a resisténcia insulinica com
aumento dos niveis de insulina e do HOMA.Ir, quando comparados ao grupo S (Tabela 2).

A administracdo de testosterona nos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (grupo
HLT) preveniu o aumento dos niveis plasmaticos de insulina e consequentemente do HOMAIir, sem

alterar, contudo, a glicemia (Figura 1) e reducdo da producdo de anions superoxidos 1(Tabela 2). Os
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camundongos do grupo ST ndo apresentaram diféren(;as entre 0s niveis plasmaticos de glicose,
insulina, HOMA\ (Tabela 1) e anions superdxidos quando comparados com os do grupo S (Tabela
2).

4. DISCUSSAO

No presente estudo, observou-se que camundongos LdlIr-/- alimentados com dieta
hiperlipidica (grupo HL) apresentaram uma dislipidemia mista severa com aumento niveis séricos do
colesterol total, LDL, VLDL e triglicérides e declinio acentuado nos niveis plasméticos de HDL,
corroborando com os resultados apresentados por Gongalves et al. (2017). Essa dislipidemia esta
associada a aumentos no estresse oxidativo da aorta e processo inflamatorio cardiaco quando
comparados com animais do grupo S. O HDL possui um importante papel como molécula protetora
contra inflamagéo e estresse oxidativo * 229, Acredita-se que a diminuigdo plasmatica de HDL
associada ao estresse oxidativo (caracterizado pelo aumento do super6xido) e ao processo
inflamatdrio (caracterizado pelo aumento na expressdo de CD40L) leve a diminuicdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico, com consequente desenvolvimento de hipertrofia ventricular
esquerda nos camundongos HL. Estudos mostram que o superéxido (O2) produzido em camundongos
LDLr -/- alimentados com uma dieta rica em gordura é significativamente maior do que em
camundongos LDLr -/- alimentados com dieta padrdo®3°. Além disso, a resisténcia insulinica,
associada a hiperinsulinemia, decorrente dos disturbios metabolicos dos lipideos observado por
Okoshi et al. (2007) colabora para a ativacdo de vias hipertréficas ventriculares, o que também pode
explicar as alteracGes dos camundongos HL observadas neste estudo.

A administracdo de testosterona nos camundongos do grupo ST induziu a HVE, representada
por aumento de diametros de cardiomidcitos, com provavel efeito deste hormdnio em seus receptores
especificos, sem interferir no deposito de colageno, quando comparados com o grupo S. Esta
hipertrofia de cardiomiécitos também foi observada em culturas de midcitos tratados com
testosterona mediada por um receptor especifico de andrégeno®.

Estudo de Barquilha (2011) também mostrou que a testosterona pode modificar a atividade
PPARs (receptor ativado por proliferador de peroxissoma), causando a hipertrofia de cardiomidcitos.

Os camundongos HLT que tiveram a testosterona associada a dislipidemia, também
apresentaram hipertrofia ventricular esquerda, porém, com menor deposito de coladgeno e prevencao
parcial na diminuigdo dos niveis de HDL, quando comparados com o grupo HL. Cai et al. (2015)
demonstraram que a deficiéncia de testosterona induzida por castragdo causou aumento significativo
dos niveis sericos de colesterol em porcos alimentados com dieta rica em colesterol, e esses efeitos

foram revertidos pela administragdo de testosterona. Isto segundo os autores pode ser atribuido em



102
A. B.FIGUEIREDOct al., RevIPI 12,1 (2022)
B

parte pela diminuicdo da depuracgéo hepatica do LDL. Shapiro et al. (1999) demonstraram aumento
dos niveis de HDL, ap0és injecOes intravenosas de testosterona e, Nordoy et al. (1979) mostraram que
h& uma associa¢do positiva entre niveis de testosterona e HDL, como observado no presente estudo.

O efeito anti-inflamatdrio e antioxidante do HDL nos camundongos HLT preveniu o processo
inflamatdrio, o estresse oxidativo e melhorou a resisténcia insulinica, prevenindo parcialmente o
aumento dos niveis séricos da insulina. A terapia de reposi¢cdo melhora o modelo homeostatico de
resisténcia a insulina e hemoglobina Alc em diabéticos®’. Acredita-se que a fibrose observada na
hipertrofia no grupo HL tenha relagdo com a hiperinsulinemia e, portanto, tem caracteristicas
diferentes da hipertrofia observada no grupo HLT que se apresenta com menor fibrose, porém, com
uma tendéncia a um maior diametro de cardiomidcitos. Contudo, as vias desses diferentes tipos de
hipertrofia necessitam ser investigadas.

Os camundongos S e ST néo tiveram variagdo nos valores de insulina, comparados aos
camundongos HL e HLT. A hiperinsulinemia observada nos camundongos HL foi associada a
resisténcia insulinica desencadeada pela dislipidemia mista severa, contudo a testosterona nos
camundongos do grupo HLT preveniu parcialmente a hiperinsulinemia. Nosso resultado corrobora
com a metanalise de Ding et al. (2006), a qual verificou que homens com maiores niveis de
testosterona tinham um risco 42% menor de diabetes mellitus tipo 2 e prevencdo parcial da
hiperinsulinemia, do processo inflamatério cardiaco, da resisténcia insulinica, além de prevencéo
total do estresse oxidativo da aorta. Portanto, a obesidade estd frequentemente associada a
hiperlipidemia e diabetes mellitus tipo 2 (DM2), duas condic¢des intimamente relacionadas a doencas
cardiovasculares®. A reposicdo de testosterona em homens com diabetes tipo 2 e hipogonadismo
diminui a mortalidade por causas cardiacas, portanto significa que tal horménio tem um papel
importante na salde. Porém ndo esta claro se a testosterona esta envolvida com a protecdo da satde
cardiovascular e/ou estabilizagdo ou melhoria da doenca cardiovascular previamente estabelecida®.

Niveis baixos de testosterona endogena biodisponiveis demonstraram estar associados a taxas
mais elevadas de mortalidade, todas relacionadas a causas cardiovasculares**#?. Sa et al. (2009)
demonstraram que a testosterona enddgena exerce um efeito neutro e/ou benéfico no sistema
cardiovascular (SCV) masculino. Ja Whitsel et al. (2001), demonstraram que a administracdo de
testosterona exdgena (intramuscular) esteve relacionada a redugdo dos valores do HDL, o que
contrapde os achados no nosso estudo (grupo HLT). No estudo de Haring et al. (2013), as baixas
concentragdes totais de testosterona estdo prospectivamente associadas a um perfil lipidico adverso e
aumento do risco de dislipidemia incidente. Kirby et al. (2019) observaram melhorias no controle
glicémico e nos perfis lipidicos em homens hipogonadais recebendo terapia de reposicdo de

testosterona. Essas descobertas s@o particularmente interessantes e podem contribuir para explicar o
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maior risco de doenca cardiovascular em homens com menores concentragdes totais de
testosterona®’ 43,

Em revisédo, Kirby et al. (2019) concluiram que muitos estudos demonstram que uma baixa
concentracdo sérica de testosterona é associada ao aumento do risco de 6bito cardiovascular e que a
terapia de reposicao pode ter beneficios clinicos relevantes, em concordancia com Elagizi et al. (2018)
que por sua vez mostrou que o nivel fisiologico normal de testosterona é benéfico para a salde
cardiovascular em homens e que sua deficiéncia esta associada a um perfil metabdlico desfavoravel
e aumento de eventos de doencas cardiovasculares.

O estudo de Liebson (2000) demonstrou que a HVE aumenta o risco de doenca cardiaca
coronaria (reducdo da reserva de fluxo coronario), insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente
vascular cerebral, isquemia cerebral transitoria, mortalidade total e morte subita. Em contrapartida
Kirby et al. (2019) demonstraram uma correlacdo negativa entre niveis enddgenos de testosterona e
espessura intima-media das artérias carétidas, aorta abdominal e aorta toracica, o que sugere que
homens com niveis mais baixos de testosterona enddgena podem estar em maior risco de
desenvolvimento de aterosclerose de forma mais generalizada. A dieta hiperlipidica pode levar a
obesidade, que por sua vez, esta associada com o aumento da mortalidade cardiovascular. O perfil
hemodinamico do paciente hipertenso obeso é o de expanséo de volume de sangue e aumento da pré-
carga e da massa ventricular esquerda®.

O CD40L é uma proteina transmembrana que exerce um efeito pré-oxidante e, no miocérdio
dos camundongos dos grupos HL e HLT, foram encontrados niveis maiores que nos grupos S e ST.
A interacdo com o receptor CD40 inicia a resposta inflamatdria, que por sua vez participa do inicio e
progressdao da doenca cardiovascular aterosclerética e induz a resisténcia insulinica, favorecendo a
sindrome coronariana aguda®, podendo ocorrer a ativacdo da via NF-kappa b perpetuando a resposta
inflamatoria®? e a fosforilagio do IKK (inibidor Kappa b quinase), ativando genes envolvidos na
inflamac&o e na hipertrofia cardiaca®?.

O estudo de Christison et al. (1996) demostrou que a hiperlipidemia grave pode ser
considerada o fator metabdlico indutor do maior estresse oxidativo hepatico em ratos. No presente
estudo, observou estresse oxidativo na aorta no sistema cardiovascular, aumentando a peroxidacéo
lipidica da molécula de HDL e, consequentemente, a sua remocao hepatica, com diminuicdo dos
niveis plasmaticos do HDL e da sua fungdo cardiovascular protetora antioxidante e anti-inflamatoria,
favorecendo o processo inflamatorio cardiovascular e a resisténcia insulinica nos camundongos do
grupo HL, o que também pode ser confirmado neste estudo, no qual o indice de LDL do grupo HL
foi maior, comparado ao grupo HLT. Todavia, os niveis de HDL sdo menores no grupo HL,
comparados ao grupo HLT, sugerindo um efeito terapéutico benéfico da testosterona exdgena,
associada a uma dieta hiperlipidica.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, observou-se que camundongos LdlIr-/- alimentados com dieta
hiperlipidica (grupo HL) apresentaram uma dislipidemia mista severa com aumento niveis séricos do
colesterol total, LDL, VLDL e triglicérides e declinio acentuado nos niveis plasméticos de HDL,
corroborando com os resultados apresentados por Gongalves et al. (2017). Essa dislipidemia esta
associada a aumentos no estresse oxidativo da aorta e processo inflamatorio cardiaco quando
comparados com animais do grupo S. O HDL possui um importante papel como molécula protetora
contra inflamagédo e estresse oxidativo®?°*°. Acredita-se que a diminuicdo plasmatica de HDL
associada ao estresse oxidativo (caracterizado pelo aumento do superoxido) e ao processo
inflamatdrio (caracterizado pelo aumento na expressdo de CD40L) leve a diminuicdo da
biodisponibilidade do éxido nitrico, com consequente desenvolvimento de hipertrofia ventricular
esquerda nos camundongos HL. Estudos mostram que o superéxido (O2) produzido em camundongos
LDLr -/- alimentados com uma dieta rica em gordura é significativamente maior do que em
camundongos LDLr -/- alimentados com dieta padrdo®3°. Além disso, a resisténcia insulinica,
associada a hiperinsulinemia, decorrente dos distlrbios metabdlicos dos lipideos observado por
Okoshi et al. (2007) colabora para a ativacdo de vias hipertréficas ventriculares, o que também pode
explicar as alteracGes dos camundongos HL observadas neste estudo.

A administracdo de testosterona nos camundongos do grupo ST induziu a HVE, representada
por aumento de diametros de cardiomidcitos, com provavel efeito deste hormoénio em seus receptores
especificos, sem interferir no deposito de colageno, quando comparados com o grupo S. Esta
hipertrofia de cardiomidcitos também foi observada em culturas de midcitos tratados com
testosterona mediada por um receptor especifico de andrégeno®.

Estudo de Barquilha (2011) também mostrou que a testosterona pode modificar a atividade
PPARs (receptor ativado por proliferador de peroxissoma), causando a hipertrofia de cardiomidcitos.

Os camundongos HLT que tiveram a testosterona associada a dislipidemia, também
apresentaram hipertrofia ventricular esquerda, porém, com menor deposito de coladgeno e prevencao
parcial na diminuigdo dos niveis de HDL, quando comparados com o grupo HL. Cai et al. (2015)
demonstraram que a deficiéncia de testosterona induzida por castragdo causou aumento significativo
dos niveis sericos de colesterol em porcos alimentados com dieta rica em colesterol, e esses efeitos
foram revertidos pela administragdo de testosterona. Isto segundo os autores pode ser atribuido em
parte pela diminuicdo da depuracéo hepética do LDL. Shapiro et al. (1999) demonstraram aumento
dos niveis de HDL, ap0és injecOes intravenosas de testosterona e, Nordoy et al. (1979) mostraram que

h& uma associacao positiva entre niveis de testosterona e HDL, como observado no presente estudo.
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O efeito anti-inflamatério e antioxidante do HDL nos camundongos HLT preveniu 0 processo
inflamatdrio, o estresse oxidativo e melhorou a resisténcia insulinica, prevenindo parcialmente o
aumento dos niveis séricos da insulina. A terapia de reposicdao melhora o modelo homeostatico de
resisténcia a insulina e hemoglobina Alc em diabéticos®’. Acredita-se que a fibrose observada na
hipertrofia no grupo HL tenha relagdo com a hiperinsulinemia e, portanto, tem caracteristicas
diferentes da hipertrofia observada no grupo HLT que se apresenta com menor fibrose, porém, com
uma tendéncia a um maior didametro de cardiomidcitos. Contudo, as vias desses diferentes tipos de
hipertrofia necessitam ser investigadas.

Os camundongos S e ST ndo tiveram variacdo nos valores de insulina, comparados aos
camundongos HL e HLT. A hiperinsulinemia observada nos camundongos HL foi associada a
resisténcia insulinica desencadeada pela dislipidemia mista severa, contudo a testosterona nos
camundongos do grupo HLT preveniu parcialmente a hiperinsulinemia. Nosso resultado corrobora
com a metanalise de Ding et al. (2006), a qual verificou que homens com maiores niveis de
testosterona tinham um risco 42% menor de diabetes mellitus tipo 2 e prevencdo parcial da
hiperinsulinemia, do processo inflamatorio cardiaco, da resisténcia insulinica, além de prevengdo
total do estresse oxidativo da aorta. Portanto, a obesidade esta frequentemente associada a
hiperlipidemia e diabetes mellitus tipo 2 (DM2), duas condic¢des intimamente relacionadas a doencas
cardiovasculares®. A reposicdo de testosterona em homens com diabetes tipo 2 e hipogonadismo
diminui a mortalidade por causas cardiacas, portanto significa que tal horménio tem um papel
importante na salde. Porém ndo esta claro se a testosterona esta envolvida com a protecdo da satde
cardiovascular e/ou estabilizagdo ou melhoria da doenca cardiovascular previamente estabelecida®®

Niveis baixos de testosterona endogena biodisponiveis demonstraram estar associados a taxas
mais elevadas de mortalidade, todas relacionadas a causas cardiovasculares **2, Sa et al. (2009)
demonstraram que a testosterona enddgena exerce um efeito neutro e/ou benéfico no sistema
cardiovascular (SCV) masculino. Ja Whitsel et al. (2001), demonstraram que a administracdo de
testosterona exogena (intramuscular) esteve relacionada a reducdo dos valores do HDL, o que
contrapBe os achados no nosso estudo (grupo HLT). No estudo de Haring et al. (2013), as baixas
concentragdes totais de testosterona estdo prospectivamente associadas a um perfil lipidico adverso e
aumento do risco de dislipidemia incidente. Kirby et al. (2019) observaram melhorias no controle
glicémico e nos perfis lipidicos em homens hipogonadais recebendo terapia de reposicdo de
testosterona. Essas descobertas sdo particularmente interessantes e podem contribuir para explicar o
maior risco de doenca cardiovascular em homens com menores concentragdes totais de testosterona
4742 Em revisdo, Kirby et al. (2019) concluiram que muitos estudos demonstram que uma baixa
concentragédo sérica de testosterona é associada ao aumento do risco de obito cardiovascular e que a
terapia de reposicdo pode ter beneficios clinicos relevantes, em concordancia com Elagizi et al. (2018)
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que por sua vez mostrou que o nivel fisiologico normal de testosterona é benéfico para a saude
cardiovascular em homens e que sua deficiéncia esta associada a um perfil metabolico desfavoravel
e aumento de eventos de doencas cardiovasculares.

O estudo de Liebson (2000) demonstrou que a HVE aumenta o risco de doenca cardiaca
coronaria (reducdo da reserva de fluxo coronario), insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente
vascular cerebral, isquemia cerebral transitdria, mortalidade total e morte subita. Em contrapartida
Kirby et al. (2019) demonstraram uma correla¢do negativa entre niveis endégenos de testosterona e
espessura intima-média da artérias cardtidas, aorta abdominal e aorta toracica, 0 que sugere que
homens com niveis mais baixos de testosterona enddgena podem estar em maior risco de
desenvolvimento de aterosclerose de forma mais generalizada. A dieta hiperlipidica pode levar a
obesidade, que por sua vez, esta associada com o aumento da mortalidade cardiovascular. O perfil
hemodinamico do paciente hipertenso obeso € o de expansdo de volume de sangue e aumento da pré-
carga e da massa ventricular esquerda®.

O CDA40L é uma proteina transmembrana que exerce um efeito pré-oxidante e, no miocéardio
dos camundongos dos grupos HL e HLT, foram encontrados niveis maiores que nos grupos S e ST.
A interacdo com o receptor CD40 inicia a resposta inflamatoria, que por sua vez participa do inicio e
progressdao da doenca cardiovascular aterosclerotica e induz a resisténcia insulinica, favorecendo a
sindrome coronariana aguda®!, podendo ocorrer a ativagio da via NF-kappa b perpetuando a resposta
inflamatoria®? e a fosforilagdo do IKK (inibidor Kappa b quinase), ativando genes envolvidos na
inflamaco e na hipertrofia cardiaca>

O estudo de Christison et al. (1996) demostrou que a hiperlipidemia grave pode ser
considerada o fator metabdlico indutor do maior estresse oxidativo hepatico em ratos. No presente
estudo, observou estresse oxidativo na aorta no sistema cardiovascular, aumentando a peroxidacao
lipidica da molécula de HDL e, consequentemente, a sua remocao hepatica, com diminuicdo dos
niveis plasmaticos do HDL e da sua funcgéo cardiovascular protetora antioxidante e anti-inflamatoria,
favorecendo o processo inflamatdrio cardiovascular e a resisténcia insulinica nos camundongos do
grupo HL, o que também pode ser confirmado neste estudo, no qual o indice de LDL do grupo HL
foi maior, comparado ao grupo HLT. Todavia, os niveis de HDL s&o menores no grupo HL,
comparados ao grupo HLT, sugerindo um efeito terapéutico benéfico da testosterona exogena,

associada a uma dieta hiperlipidica.

6. CONCLUSOES

Neste estudo, a testosterona exogena proporcionou efeito metabolico e cardiaco benéfico em

camundongos dislipidémicos. Sugerindo, portanto, a reposicdo desta, em pacientes dislipidémicos
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com resisténcia insulinica; diabetes mellitus tipo 2; e com hipogonadismo. Visto que, seria uma
estratégia terapéutica valida; a qual pode proporcionar aos pacientes, maior qualidade de vida. Porém,
mais estudos devem ser realizados nessa area; com énfase nas vias pelas quais altera¢Ges fenotipicas,

mediadas pela testosterona, ocorrem.
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