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RESUMO 

 
FILETE, Placielle Fiorezi, M.Sc., Universidade Vila Velha – ES, Junho de 2016. 
Redução dos níveis plasmáticos de testosterona aumenta lesão aterosclerótica 
em camundongos LDLr-/-: participação de citocinas inflamatórias e apoptose de 
macrófagos. Orientador: Tadeu Uggere de Andrade. Co-orientador: Thiago de Melo 
Costa Pereira. 
 
 
A testosterona tem demonstrado exercer efeitos benéficos na aterosclerose. O 
presente estudo investigou os efeitos da redução de testosterona no desenvolvimento 
da aterosclerose sobre o perfil lipídico, inflamatório e apoptose de macrófagos. Foram 
utilizados camundongos machos LDLr-/- e C57BL/6 (wild type– WT), separados em 
quatro grupos (n=8 para cada grupo): WT e LDLr-/- (controles submetidos a cirurgia 
fictícia);WT Orx (WT orquiectomizado);LDLr-/-Orx (LDLr-/-orquiectomizado). Após 
quatro semanas da orquiectomia, o sangue foi recolhido para análise do perfil lipídico, 
testosterona e citocinas. As células peritoneais foram coletadas para análise de 
apoptose com anexina V (FITC) e iodeto de propídeo (PI) em citômetro de fluxo. A 
extração da aorta foi realizada para quantificação de deposição lipídica por “en face”. 
Animais com redução de testosterona apresentaram menor percentagem de apoptose 
em macrófagos comparado com os grupos controles (WT=6 ± 0,15; LDLr-/-=4,3±0,3; 
WT Orx=0,98 ± 0,17; LDLr-/-Orx=1,4±0,7%), concomitante com o aumento de 
deposição lipídica observado nesses animais (WT= 4,25±0,2; WT Orx= 8,4±0,4; LDLr-

/- =9,6±1,1;LDLr-/-Orx= 15,8±2%). A análise de citocinas mostrou uma diminuição nos 
níveis de IL-10 nos grupos orquiectomizados (WT=387±26; WT Orx= 174±6;LDLr-/-= 
433±56; LDLr-/- Orx= 145±7 pg/mL) e aumento nas razões TNF-α/IL-10 (WT= 
1,3±0,09; WT Orx= 2,4±0,09;LDLr-/- = 1,6±0,2; LDLr-/- Orx= 2,93±0,14 pg/mL) e IL6/IL-
10 (WT= 0,4±0,04; WT Orx= 0,7±0,03;LDLr-/- = 0,5±0,06; LDLr-/- Orx= 0,8±0,04 pg/mL) 
em comparação aos grupos controles. A redução de testosterona não alterou o perfil 
lipídico dos grupos experimentais. Conclui-se que a redução nos níveis de 
testosterona pode promover aumento de placa aterogênica por meio da regulação da 
resposta inflamatória via apoptose de macrófagos, sem alteração do perfil lipídico. 
 
Palavras-chave: Aterosclerose, Apoptose, Interleucina10, Interleucina6, Fator de 
necrose tumoral alfa, Colesterol.  



ABSTRACT 

 

FILETE, Placielle Fiorezi, M.Sc., University Vila Velha – ES, June, 2016. Reduction 
of plasma testosterone levels increase in atherosclerotic lesion LDLr-/- mice: 
involvement of inflammatory cytokines and apoptosis of macrophages.Advisor: 
Tadeu Uggere de Andrade.Co-advisor: Thiago de Melo Costa Pereira. 

Testosterone has been shown to exert beneficial effects in atherosclerosis. The 
present study investigated the effects of testosterone reduction in the development of 
atherosclerosis on the lipid profile, inflammatory and apoptosis of macrophages. Male 
mice were used LDLr-/- and C57BL / 6 (wild type - WT), were divided into four groups 
(n = 8 for each group): WT and LDLr-/- (controls undergoing sham surgery); Orx WT 
(WT orchiectomized); LDLr-/- Orx (LDLr-/- orchiectomized). After four weeks of 
orchiectomy, blood was collected for analysis of lipid profile, testosterone and 
cytokines. Peritoneal cells were collected for apoptosis analysis with Annexin V (FITC) 
and propidium iodide (PI) in flow cytometer. The extraction was carried out to quantify 
aortic lipid deposition "en face". Animals with testosterone reduction showed a lower 
percentage of apoptosis in macrophages compared to control groups (WT=6 ± 0.15; 
LDLr-/-= 4.3 ± 0.3; WT Orx= 0.98 ± 0.17; LDLr-/-Orx= 1.4 ± 0.7%), concomitant with 
increased lipid deposition observed in these mice (WT = 4.25 ± 0.2; WT Orx = 8.4 ± 
0.4; LDLr-/- = 9,6 ± 1.1; LDLr-/-Orx = 15.8 ± 2%). Cytokine analysis showed a decrease 
in IL-10 levels in castrated groups (WT= 387 ± 26; WT Orx = 174 ± 6; LDLr-/- = 433 ± 
56; LDLr-/- Orx = 145 ± 7 pg/mL) and increase in TNF-α/ IL-10 ratio (WT = 1.3 ± 0.09, 
2.4 ± WT = Orx 0.09; LDLr-/-= 1.6 ± 0.2; LDLr-/- Orx = 2.93 ± 0.14 pg/ml) and IL-6 / IL-
10 ratio (WT = 0.4 ± 0.04, 0.7 ± WT = Orx 0.03; LDL-/- = 0.5 ± 0.06; LDLr-/-Orx = 0.8 ± 
0.04 pg/mL) compared to control groups. The reduction of testosterone did not alter 
the lipid profile of groupsexperimentais. Therefore, the reduction in testosterone levels 
can promote increased atherogenic plaque by regulating the inflammatory response 
via apoptosis of macrophages, without altering the lipid profile. 

 
Keywords: Atherosclerosis, Apoptosis, Interleukin 10, Interleukin 6, Tumor necrosis 
factor alpha, Cholesterol. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

As principais causas de mortalidade entre os países desenvolvidos e em 

desenvolvimento estão relacionadas com as doenças cardiovasculares [1]. Nesse 

contexto, o papel protetor dos andrógenos com relação a essas doenças também tem 

sido relatado [2]. Estudo prospectivo revelou maior propensão de risco de morte por 

doenças cardiovasculares em homens cujos níveis totais de testosterona 

encontravam-se baixos independentes de múltiplos fatores de risco [3]. Outros 

estudos mostraram que a terapia de privação de andrógenos aumenta o risco de 

eventos cardiovasculares [4,5] em contrapartida, a terapia de reposição de 

andrógenos tem sido associada à diminuição da mortalidade [6, 7]. 

A aterosclerose se destaca como a principal etiologia que contribui para as 

doenças cardiovasculares [8]. Apesar de maior incidência de doenças 

cardiovasculares nos homens em comparação com as mulheres, estudos sugerem 

que os andrógenos, dos quais a testosterona é o principal, protegem contra 

aterosclerose em homens [9,10,11], influenciando na inflamação vascular e podendo 

reduzir o desenvolvimento da placa aterosclerótica [12], entretanto os mecanismos 

não estão totalmente elucidados. 

A aterosclerose é uma doença inflamatória progressiva [13], caracterizada 

por disfunção endotelial, inflamação vascular e acúmulo de lipídios na camada íntima 

das artérias de médio e grande calibre [12, 14] que conduz a eventos cardíacos, como 

infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral, em resposta a ruptura da placa 

aterogênica [8]. 

As lipoproteínas de baixa densidade (LDL) são mediadores da fase inicial 

da doença aterosclerótica. Em níveis elevados, estão envolvidas na organização do 

núcleo lipídico e na polarização de monócitos circulantes. No interior da placa, 

moléculas de LDL são especialmente susceptíveis a oxidação, formando a LDL 

oxidada (LDLox) [15], em  resposta a essas moléculas, as células T são ativadas 

propiciando o recrutamento de monócitos circulantes que estão “patrulhando” o 

interior dos vasos sanguíneos para os tecidos, por meio das moléculas de adesão 

celular, onde se diferenciam em macrófagos [15, 16, 17, 18]. O resultado é a 

intensificação da inflamação por meio da ativação de células T helper-1 (Th1) que 
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promovem a produção de mediadores inflamatórios levando ao desenvolvimento da 

aterosclerose [16, 19,20].  

Mediadores inflamatórios parecem desencadear uma modulação fenotípica 

de macrófagos na parede arterial durante a aterogênese [21]. Macrófagos ativados 

podem aumentar a vulnerabilidade da placa, enquanto um fenótipo alternativo pode 

contribuir para a estabilidade e regressão da mesma ao minimizar a inflamação [22]. 

Membros da família das citocinas têm mostrado envolvimento no processo 

inflamatório desde a iniciação até a progressão da lesão aterosclerótica [23]. Segundo 

Ait-Oufella et al. [24] todas as células envolvidas na aterosclerose são capazes de 

produzir e de responder às citocinas, as quais desempenham papel duplo na doença, 

podendo desempenhar papel anti ou pró inflamatório.  

Moore et al. [25] reportam quemacrófagos exercem um papel importante 

na resposta inflamatória por meio da sustentação de fatores pró-inflamatórios e de 

sua apoptose, que contribui para formação de um núcleo necrótico propenso à 

ruptura. A apoptose de macrófagos tem sido identificada como uma característica 

chave nas placas ateroscleróticas em todas as fases da lesão [26]. Ela pode ser 

desencadeada por uma combinação de fatores e condições, de acordo com o estágio 

da doença [27], podendo afetar a progressão da placa de formas diferentes [28]. Em 

lesões ateroscleróticas precoces, a apoptose de macrófagos está associada à 

redução da progressão da placa. Entretanto, nas lesões ateroscleróticas avançadas, 

a depuração diminuída de macrófagos apoptóticos resulta no aumento da lesão e em 

risco aumentado de ruptura da placa [29]. 

Visto que existem evidências da relação da inflamação com o processo 

aterosclerótico e do papel ateroprotetor da testosterona, hipotetiza-se que a 

orquiectomia de animais modelos experimentais de aterosclerose determina o 

aumento da deposição lipídica na placa aterosclerótica, envolvendo o desequilíbrio de 

citocinas inflamatórias e a apoptose de macrófagos. Tem sido proposto que 

camundongos knockout para os receptores de LDL (LDLr-/-) são uma excelente opção 

para estudos sobre a patogênese da aterosclerose, dado que possuem o perfil de 

lipoproteína do plasma semelhante aos humanos hiperlipidêmicos, sendo o colesterol 

confinado principalmente a fração de LDL [30]. Portanto, o objetivo do presente estudo 

foi avaliar o desenvolvimento da aterosclerose, o perfil lipídico, as citocinas anti e pró 

inflamatórias e a apoptose de macrófagos peritoneais em camundongos LDLr-/- e seus 

respectivos controles, com e sem orquiectomia. 
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2. MÉTODOS 

 

 

2.1.Animais e grupos experimentais 

Foram utilizados camundongos machos LDLr-/- e C57BL/6 (wild type – WT), 

com oito semanas de idade e massa corporal de 20-30g. Os animais foram separados 

em quatro grupos (n=12 para cada grupo): WT e LDLr-/- (controles submetidos a cirurgia 

fictícia); WT Orx (WT orquiectomizado); LDLr-/-Orx (LDLr-/-orquiectomizado). Esses 

animais foram obtidos do Biotério de Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da USP/SP e mantido sno Biotério da Universidade Vila Velha (UVV) 

com iluminação artificial (ciclo claro-escuro de 12h) e temperatura de 22ºC. As gaiolas 

individuais permitiam o livre acesso dos animais à ingestão de água e ração (ração 

Probiotério, Moinho Primor, S.A). Os procedimentos experimentais ocorreram de 

acordo com as regras do guia para o cuidado e uso de animais de laboratório publicado 

pelo Instituto Nacional de Saúde dos EUA (NHI Publication N 85-23, revised in 1996) e 

foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade de Vila Velha 

(CEUA-UVV, Protocolo nº 191/2011). 

 

2.2.Orquiectomia 

Os animais submetidos àorquiectomia, com idade de oito semanas, foram 

anestesiados (quetamina / xilazina: 8,7 e 1,3 mg/100g de peso corporal, 

intraperitonealmente) e depois da preparação asséptica do local do procedimento 

cirúrgico, uma pequena incisão foi efetuada na ponta do escroto. A túnica foi aberta e 

o testículo, cauda epididimal, ducto deferente e vasos sanguíneos foram exteriorizados. 

Os vasos sanguíneos e o ducto deferente foram cauterizados e os testículos e 

epidídimo removidos. O tecido remanescente foi retornado para o interior do saco 

escrotal e o procedimento foi repetido para o outro testículo. Em seguida a incisão foi 

suturada e um swabe de iodo-povidine foi passado no local. Cada camundongo recebeu 

injeção intramuscular de 60.000U de penicilina G benzatina e penicilina G procaína e 

foram colocados em gaiolas individuais com livre acesso à água e ração [31]. 
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2.3.Protocolo experimental 

Após quatro semanas do procedimento cirúrgico, os animais 

orquiectomizados e/ou submetidos à cirurgia fictícia foram eutanasiados e amostras de 

sangue foram retiradas por meio de punção cardíaca para análises bioquímicas, 

testosterona plasmática e citocinas. Em seguida, foi realizado o isolamento das células 

peritoneais para determinação da apoptose de macrófagose extração da aorta total 

para quantificação de deposição lipídica. 

 

2.3.1.Análises bioquímicas 

O sangue foi retirado por meio de punção cardíaca em tubos secos, e o 

plasma separado e mantido a -20ºC para as análises bioquímicas. Colesterol total 

(CT), Colesterol HDL (HDL-C) foram determinados usando Kits comerciais (BIOCLIN, 

Minas Gerais, Brasil). Colesterol não-HDL (nHDL-C) foi calculado como a diferença 

entre CT e HDL-C. O nHDL-C representa um índice único de todas as lipoproteínas 

aterogênicas contendo apoB: LDL, VLDL (Lipoproteína de muito baixa densidade), 

IDL (Lipoproteína de densidade intermediária) e lipoproteína (a) [32]. 

 

2.3.2.Determinação da testosterona plasmática 

A dosagem de testosterona foi realizada seguindo as determinações 

analíticas do método de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) por meio de 

kit comercial (In vitro diagnóstica, Minas Gerais, Brasil) em amostras de plasma dos 

animais. O procedimento do ELISA foi realizado em duplicatas das amostras e 

padrões, sendo realizada a média entre as absorbâncias a partir da leitura realizada 

por meio do analisador automático de ELISA, em comprimento de onda de 450nm.  

 

2.3.3.Avaliação de citocinas pró e anti-inflamatórias 

As citocinas interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a 

interleucina 10(IL-10) foram simultaneamente quantificadas com o auxílio do kit 

comercial Cytometric Bead Array Mouse (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) de 

acordo com Menezes et al. [33]. A análise foi realizada no plasma dos animais por 

citometria de fluxo. Brevemente, 50 µL da suspensão de partículas de captura (beads) 

foram adicionados aos tubos e agitados e, em seguida, foram adicionados 50 µL da 

amostra a ser analisada e também o reagente de detecção de PE. Os tubos foram 

incubados por 2 horas em temperatura ambiente e protegidos da luz. Decorrido este 

tempo, em cada tubo foi adicionado 1mL de tampão para lavar o excesso do 
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fluorocromo ficoeritrina, seguido de centrifugação a 300 g por 5 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 300 µL de tampão para ser 

analisado em citômetro de fluxo. Os mesmos procedimentos foram realizados para os 

controles. As amostras foram analisadas no FACSCanto II com auxílio dos softwares 

FACS Diva e FCAP Array (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Curvas padrão foram 

realizadas para cada citocina supracitada, utilizando solução do kit. A concentração 

de cada citocina foi determinada pela interpolação com a curva padrão 

correspondente e as concentrações foram fornecidas em pg/mL. 

As razões entre as citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6 e a citocina anti-inflamatória 

IL-10 foram obtidas pela divisão de cada amostra. 

 

2.3.4.Determinação da apoptose em células peritoneais  

Camundongos machos LDLr-/- e seus respectivos controles C57BL/6 (wild 

type – WT), orquiectomizados e/ou submetidos a cirurgia fictícia receberam uma 

injeção intraperitoneal de 1mL de tioglicolato estéril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA) a 3%, quatro dias antes de sua utilização, posteriormente foram eutanasiados e 

as células peritoneais foram coletadas por lavagem da cavidade peritoneal, utilizando 

PBS estéril gelado e recolhido por centrifugação [34]. Para determinação das células 

apoptóticas foi utilizada marcação com anexina V (FITC) e iodeto de propídeo (PI), 

seguida de análise em citômetro de fluxo. Dez mil eventos foram registrados a partir 

de cada amostra e a população de macrófagos foi determinada utilizando parâmetros 

morfológicos como tamanho e granulosidade. Foram retiradas alíquotas de 200µL de 

células e estas, centrifugadas por 10 minutos a 300 g. Em seguida, ressuspendidas 

em 400µL de tampão Binding Buffer 10% (10mmol HEPES, NaOH, pH7,4, 140mmol 

NaCl, 2,5mmol CaCl2) na concentração de 1x106 células/mL. A seguir, 100μL desta 

solução (1x105 células) foram transferidos para um novo tubo, onde receberam 2μL 

de anexina V-FITC e 2μl de PI. As células foram incubadas por 15 minutos, a 

temperatura ambiente (25oC), na ausência de luz. Para controle positivo foi utilizado 

H2O2. Posteriormente às marcações, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 

300 g e por fim, 400μL de PBS com 10% Soro Fetal Bovino foram adicionados a cada 

tubo e as amostras analisadas no citômetro de fluxo FACSCanto II (Becton Dickinson) 

equipado com laser de 488nm. Os sinais foram obtidos utilizando filtros de 585nm 

para PI e 530nm para FITC. Este ensaio determina a proporção de células vivas 

(anexina V-/PI-); células em estágio inicial de apoptose onde ocorre apenas a 

exposição da fosfatidilserina (FS) na face externa da membrana plasmática com 
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consequente marcação com a anexina V (anexina V+/PI-); células em estágio tardio 

de apoptose ou em necrose onde além da exposição da FS, a membrana plasmática 

sofre colapso e se torna permeável ao PI fazendo com que a célula possua dupla 

marcação (anexina V+/PI+); e células danificadas, em necrose (anexina V-/PI+). O 

resultado é um gráfico de dot plot com quadrantes Q1, Q2, Q3, Q4 sendo, Q1: positiva 

apenas para PI – células com dano (necrose); Q2: Apoptose tardia/necrose (positiva 

para Anexina e PI); Q3: células viáveis; Q4: apoptose precoce (Positiva para Anexina 

e negativa para PI). Para cálculo da taxa de apoptose total foram somados quadrantes 

Q2+Q4. A análise dos dados foi realizada com auxílio do software DIVA e FCS 

Express Flow Research Edition [35].  

 

2.3.5.Preparação “en face” 

A aorta foi dissecada livremente desde o ponto inicial da aorta ascendente 

até a bifurcação ilíaca e armazenada em solução de PBS-formol 10% à 15ºC. A 

completa retirada da camada adventícia foi cuidadosamente realizada no dia seguinte. 

Em seguida, o corte inicial foi realizado da curvatura aórtica menor e estendido até a 

bifurcação ilíaca. O segundo corte foi feito simetricamente ao longo da curvatura maior 

até o nível da artéria subclávia. Durante todo o processo tomou-se o cuidado para não 

deslocar lesões ateroscleróticas da superfície intimal. A padronização da dissecação 

é importante para manter intactas as regiões com lesão conforme descrito 

previamente [36, 37]. Após o corte, as aortas foram presas em superfície de Etil Vinil 

Acetato (EVA) com pinos de aço para manter sempre o tecido na sua posição plana e 

horizontal. 

 

2.3.6.Deposição lipídica vascular 

As amostras previamente submetidas à preparação “en face” foram 

coradas com Oil-Red (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para visualização de 

acúmulos de lipídeos (coloração vermelha). Todas as amostras foram submersas em 

solução alcoólica com o Oil-Red a 0,3% por 10 minutos e em seguida lavadas em uma 

cuba com água até retirar todo o excesso do corante vermelho. A análise da deposição 

lipídica foi realizada por meio da intensidade e extensão da coloração vermelha cujas 

imagens foram adquiridas usando uma câmera digital de alta resolução Canon T5 18-

55 (Canon, USA) e posteriormente digitalizadas para análise morfométrica pelo 

software “Image J” (domínio público-National Institute of Health, USA). Essa análise 

foi realizada por pesquisador cego para os grupos experimentais.  
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2.4. Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(E.P.M.). Para análise estatística das variáveis do experimento, as mesmas foram 

submetidas à análise de variância de uma via (ANOVA). A significância da diferença 

entre as médias foi determinada por um teste post hoc pelo método de Tukey, ajustado 

para múltiplas comparações, com significância aceita acima de 5% (p<0,05). Para 

análise estatística e apresentação gráfica dos resultados foi empregado o Prism 

software (Prism6, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). 
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3. RESULTADOS 

 

3.1. Análises bioquímicas  

A Figura 1 mostra os resultados das análises bioquímicas de CT, HDL-C e 

nHDL-C nos grupos experimentais. Os animais LDLr-/- apresentaram maior nível de 

colesterol total quando comparado com os grupos WT e WT Orx. A redução de 

testosterona não interferiu no perfil de colesterol total nos grupos estudados 

(WT=114±11; WT Orx=81±6; LDLr-/-=174±14; LDLr-/-Orx=203±15 mg/dL) (Figura 1A). 

De forma semelhante, o nível de nHDL-C apresentou-se maior nos grupos LDLr-/- e 

LDLr-/-Orx  em comparação com os grupos WT e WT Orx e a redução de testosterona 

também não exerceu influência entre seus controles (WT= 86±12; WT Orx= 60±7; LDLr-

/-= 148±13;LDLr-/-Orx= 156±6 mg/dL) (Figura 1B). A concentração sérica de HDL-C não 

apresentou diferença entre todos os grupos estudados (WT=28±2; WT Orx=23±1; LDLr-

/-= 26±0,8; LDLr-/-Orx= 29±2 mg/dL) (Figura 1C).  

 

Figura 1. Análises bioquímicas. Gráficos de barras mostrando o parâmetro de 

colesterol total (A), nHDL-C (B) e HDL-C (C) de camundongos knockout para receptor 
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de LDL (LDLr-/-) e C57BL/6 (wild type– WT) orquiectomizados (Orx) e não 

orquiectomizados. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. *p<0,05 e 

**p<0,01 em relação ao grupo WT; ++p<0,01 em relação ao grupo WT Orx. 

 

3.2. Testosterona plasmática 

Houve diminuição nos níveis de testosterona em ambos os grupos 

orquiectomizados em comparação com os controles, confirmando a efetividade do 

procedimento cirúrgico, como pode ser observado na Figura 2 (WT= 5,9±0,9; WT Orx= 

0,4±0,05;LDLr-/- = 5,7±1,4; LDLr-/- Orx= 0,5±0,04 ng/mL). 

 

 

Figura 2. Concentração de testosterona. Gráficos de barras mostrando a concentração 

de testosterona de camundongos knockout para receptor de LDL (LDLr-/-) e C57BL/6 

(wild type– WT) orquiectomizados (Orx) e não orquiectomizados. Os resultados estão 

expressos como média ± E.P.M.**p<0,01 em relação ao grupo WT; +p<0,05 em relação 

ao grupo WT Orx e ##p<0,01 em relação ao grupo LDLr-/-. 

 

3.3. Análises de citocinas pró e anti-inflamatórias 

O perfil das citocinas pró-inflamatórias IL-6, TNF-α e citocina anti-

inflamatória IL-10 é mostrado na Figura 3. Não houve diferença nos níveis de IL-6 nos 

grupos estudados (WT= 152±13; WT Orx= 119±12;LDLr-/- = 158±18; LDLr-/- Orx= 127±5 

pg/mL) (Figura 3A), assim como nos níveis de TNF-α (WT= 466±18; WT Orx= 

415±7;LDLr-/-= 480±23; LDLr-/- Orx= 411±10 pg/mL) (Figura 3B). Em relação a IL-10, 

houve diminuiçãonos níveis dessa citocina anti-inflamatória nos animais 
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orquiectomizados em comparação com os controles (WT= 387±26; WT Orx= 

174±6;LDLr-/-= 433±56; LDLr-/- Orx= 145±7 pg/mL) (Figura 3C). 

 

Figura 3. Concentração de IL-6, TNF-α e IL-10. Gráficos de barras mostrando a 

concentração de IL-6 (A), TNF-α (B) e IL-10 (C) no plasma de camundongos knockout 

para receptor de LDL (LDLr-/-) e controles C57BL/6 (wild type– WT) orquiectomizados 

(Orx) e não orquiectomizados. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. 

**p<0,01 em relação ao grupo WT; ++p<0,01 em relação ao grupo WT Orx e ##p<0,01 

em relação ao grupo LDLr-/-. 

 

A Figura 4 mostra as razões entre as citocinas pró-inflamatóriasTNF-α e IL-

6 e a citocina anti-inflamatória IL-10, ambas envolvidas na patogênese da 

aterosclerose. Podemos observar aumento significativo da razão TNF-α/IL-10 em 

ambos os grupos com redução de testosterona quando comparados aos seus controles 

(WT= 1,3±0,09; WT Orx= 2,4±0,09;LDLr-/-= 1,6±0,2; LDLr-/- Orx= 2,93±0,14 pg/mL) 

(Figura 4A). De maneira semelhante, a razão IL-6/IL-10, também apresentou aumento 

nos grupos orquiectomizados como pode ser observado na Figura 4B (WT= 0,4±0,04; 

WT Orx= 0,7±0,03;LDLr-/-= 0,5±0,06; LDLr-/- Orx= 0,8±0,04 pg/mL). 
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Figura 4. Razão TNF-α /IL-10 e IL-6/IL-10. Gráfico de barras mostrando a relação 

TNF-α/IL-10 (A) e a relação IL-6/IL-10 (B) no plasma de camundongos knockout para 

receptor de LDL (LDLr-/-) e C57BL/6 (wild type– WT) orquiectomizados (Orx) e não 

orquiectomizados. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. **p<0,01 em 

relação ao grupo WT; ++p<0,01 em relação ao grupo WT Orx e ##p<0,01 em relação 

ao grupo LDLr-/-. 

 

3.4. Determinação de apoptose em células peritoneais  

A análise por citometria de fluxo para determinação das células apoptóticas 

com marcação de anexina V (FITC) e iodeto de propídeo (PI), mostra que a redução de 

testosterona promoveu diminuição no número (percentual) de células apoptóticas nos 

grupos WT Orx (0,98±0,17%) e LDLr-/- Orx (1,4±0,7%), comparados com os grupos WT 

e LDLr-/-  (6 ± 0,15 e 4,3±0,3%, respectivamente) (Figura 5). 
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Figura 5. Análise de apoptose por citometria de fluxo. Gráficos de dot plots típicos 

comparando a apoptose em camundongos WT e WT Orx (A) e (B) entre LDLr-/- e LDLr-

/- Orx utilizando anexina V (FITC) e iodeto de propídeo (PI). Q1 representa células com 

dano-necrose (positiva apenas para PI); Q2: Apoptose tardia/necrose (positiva para 

Anexina e PI); Q3: células viáveis; Q4: apoptose precoce (Positiva para Anexina e 

negativa para PI). (C) Gráfico de barras mostrando a percentagem média de células 

apoptóticas (Q2 + Q4). Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. **p<0,01 

em relação ao grupo WT; ++p<0,01 em relação ao grupo WT Orx e ##p<0,01 em relação 

ao grupo LDLr-/-. 

 

3.5. Análise de deposição lipídica vascular 

A Figura 6 mostra que a redução de testosterona promoveu maior deposição 

lipídica em comparação com os grupos controles (WT= 4,25±0,2; WT Orx= 8,4±0,4; 

LDLr-/- = 9,6±1,1;LDLr-/-Orx= 15,8±2 %). Adicionalmente, maior deposição lipídica em 

animais LDLr-/-  quando comparado ao grupo WT.  
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Figura 6. Análise da deposição lipídica. Painel superior: corte representativo de cada 

grupo experimental demonstrando a deposição lipídica avaliada pela coloração com 

Oil-Red. Painel inferior: gráficos de barras mostrando a percentagem da área de 

deposição lipídica em aortas de camundongos knockout para receptor de LDL (LDLr-/-) 

e C57BL/6 (wild type– WT) orquiectomizados (Orx) e não orquiectomizados. Os 

resultados estão expressos como média ± E.P.M. *p<0,05 e **p<0,01 em relação ao 

grupo WT; ++p<0,01 em relação ao grupo WT Orx e ##p<0,01 em relação ao grupo LDLr-

/-. 
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4. DISCUSSÃO 

 

Os dados do presente estudo demonstram pela primeira vez a influência 

da redução de testosterona na aterosclerose precoce em camundongos machos LDLr-

/- jovens e sem dieta aterogênica. Foi observado desequilíbrio de citocinas pró e anti-

inflamatórias com redução nos níveis de IL-10 e diminuição na apoptose de 

macrófagos peritoneais concomitantemente com o aumento de deposição lipídica, 

sem alteração no perfil lipídico dos animais.  

Embora a influência dos andrógenos com a patogênese da aterosclerose 

tenha sido alvo de diversas investigações clínicas [38, 39, 40] e experimentais [11, 

41,42], os resultados apresentam-se ainda controversos no que diz respeito à 

participação dos andrógenos no desenvolvimento da aterosclerose [43, 44, 45, 46]. 

Além disso, Traish et al. [47] revelam a ligação entre deficiência de andrógenos e 

alterações no perfil lipídico, que favorecem o estresse oxidativo, disfunção endotelial 

e aumento da produção de fatores pró-inflamatórios, culminando no processo 

aterosclerótico. 

Bourghardt et al. [11] sugerem que os efeitos sobre o perfil lipídico não são 

pré-requisito para a ação antiaterogênica da testosterona em camundongos LDLr-/-. 

Nathan et al. [48] demonstraram que animais LDLr-/- submetidos a orquiectomia não 

apresentaram diferença nos níveis de colesterol total, nem nos triglicerídeos, 

entretanto, os níveis de HDL foram diminuídos. Em nosso estudo não foi observado 

alteração no perfil lipídico entre os grupos orquiectomizados e seus controles, desse 

modo a dieta ocidental utilizada por oito semanas por Nathan et al. [48] pode ser 

responsável pela redução nos níveis de HDL. Além disso, vale ressaltar que a redução 

da testosterona no aumento do desenvolvimento da placa parece ser mais importante 

que a alteração no perfil lipídico, visto que o padrão de lesão após a orquiectomia foi 

semelhante tanto nos animais WT quanto nos LDLr-/-. 

Apesar doperfil lipídico não ter alterado, nossos dados mostram que a 

redução nos níveis de testosterona pode ser capaz de aumentar a deposição lipídica, 

contribuindo assim, para formação da placa aterosclerótica e consequentemente para 

o desenvolvimento da doença. Nossos dados corroboram os de Hatch et al. [49] que 

mostram aumento de placa em animais LDLr-/- com redução de testosterona, no 

entanto, expostos a dieta rica em gordura, diferentemente do presente trabalho. O 

modelo LDLr-/- apresenta nível de colesterol plasmático ligeiramente aumentado 
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quando comparado com animais de tipo selvagem e desenvolvem aterosclerose 

lentamente sob dieta normal [50], assim demonstramos pela primeira vez, que em um 

período de um mês a retirada desse hormônio é tão significativo no desenvolvimento 

da placa quanto a dieta rica em colesterol. 

Ainda que alguns pesquisadores associem a aterosclerose apenas a 

desordens metabólicas, no decorrer dos últimos anos ela tem sido associada a 

distúrbios inflamatórios em função de sua complexidade [51, 52].  

As citocinas denominadas pró-inflamatórias promovem o desenvolvimento 

da lesão, entre elas estão o TNF-α e a IL-6 [53], ambos são produzidos principalmente 

por macrófagos [54]. O TNF-α está relacionado na promoção da transmigração de 

leucócitos [24], de forma a contribuir com a progressão da lesão. A IL-6 por sua vez, 

tem sido apontada por alguns autores como uma citocina de caráter dual [24, 54], 

estando envolvida na disfunção endotelial, na transição de macrófagos para células 

espumosas e também na resposta de fase aguda da inflamação [23, 53, 55].  

Em contraste, algumas citocinas suprimem a resposta inflamatória, como a 

IL-10 que também é secretada pelos macrófagos e considerada ateroprotetora [13, 

54]. Adicionalmente, dados da literatura mostram que as vias de sinalização pró-

inflamatórias têm a capacidade de induzir em paralelo à expressão de mediadores 

anti-inflamatórios, tais como a IL-10, e que o equilíbrio entre elas é crucial para 

determinar o desenvolvimento da lesão [54, 56]. 

Assim, foi investigado se marcadores clássicos como citocinas IL-6 e TNF-

α e IL-10 envolvidas no processo aterosclerótico podem ser moduladas pela 

testosterona, visto que, estudos in vitro atribuem à testosterona efeito 

imunomodulador e destacam potenciais benefícios de sua terapia, sugerindo que ela 

pode suprimir a expressão de citocinas pró-inflamatórias e estimular a produção de 

citocinas anti-inflamatórias, especialmente a IL-10 [57, 58]. Liva et al. [59] observaram 

que a testosterona pode atuar diretamente em linfócitos TCD4+ para aumentar a 

produção de IL-10 e verificaram que macrófagos expressam receptor androgênico, 

não excluindo a possibilidade da ação direta da testosterona nessas células. Além 

disso, tem sido proposto que o desequilíbrio entre IL-10 e TNF-α desempenha um 

papel importante em lesões ateroscleróticas [60, 61, 62].  

Em nosso trabalho, as citocinas pró-inflamatórias não apresentaram 

diferenças entre os grupos, entretanto, a redução da testosterona mostrou relação 

negativa sobre os níveis de IL-10. Adicionalmente, observamos aumento entre as 

razões TNF-α/IL-10 e IL-6/IL-10. Nossos resultados sugerem, por meio do 
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desequilíbrio observado entre as citocinas próe anti inflamatórias, que a redução de 

testosterona pode promover aumento de resposta Th1 e favorecer o desenvolvimento 

de placa aterosclerótica. E diante da resposta inflamatória observada, nos 

propusemos a investigar a viabilidade de macrófagos, células cruciais para o 

desenvolvimento das placas. 

A apoptose de macrófagos em nosso estudo foi avaliada por meio do 

isolamento de células peritoneais de camundongos. Zhang et al. [63] demonstraram 

que dentre as células no peritônio de animais estimulados com tioglicolato, cerca de 

70% são macrófagos. Muitos estudos utilizam células peritoneais para avaliação das 

modulações moleculares envolvidas com o desenvolvimento da lesão aterosclerótica 

[64, 65, 66].  

Nossos dados revelam que animais com redução de testosterona, 

apresentaram menor porcentagem de apoptose de macrófagos, simultaneamente, 

com maior deposição lipídica. O desenvolvimento da placa parece ter relação 

paradoxal com a apoptose dependendo da fase da lesão [29]. Na fase inicial a 

progressão da lesão parece estar intimamente ligada aos macrófagos vivos, visto que 

muitos macrófagos, responsáveis pela fagocitose de lipídios oxidados e restos 

celulares, sofrem apoptose na fase inicial da lesão, por isso o aumento da apoptose 

nesse estágio tem consequências antiaterogênicas [21, 27]. Isso pode explicar nossos 

dados, visto que segundo Gautier et al. [28] a lesão em 5 semanas é considerada 

precoce e a de 15 semanas avançada, assim, a lesão observada no presente estudo 

é dita precoce, uma vez que foi avaliada em um período de quatro semanas e sem 

dieta aterogênica. 

Adicionalmente, Jin et al. [67], verificaram que a testosterona é capaz de 

induzir apoptose em macrófagos derivados da medula óssea. Nossos resultados 

confirmam dados reportados previamente por Lammers et al. [29], onde observaram 

que a redução na formação da lesão aterosclerótica coincidiu com aumento da 

apoptose em camundongos LDLr/-, entretanto, esses animais foram submetidos a 

dieta ocidental por 9 semanas sem avaliação hormonal, diferentemente desse estudo. 

Diversos mecanismos são atribuídos ao efeito ateroprotetor da 

testosterona, por exemplo, alguns autores sugerem modificações no perfil lipídico [57] 

e inflamatório [68], participação da enzima aromatase [69] e receptor de andrógeno 

[70] dentre outros. Em revisão, Vasconsuelo et al. [71] evidenciam que hormônios 

esteroides sexuais promovem suas ações por meio da apoptose, que é um evento 

celular importante. Além disso, mostram o efeito dual da testosterona, que pode 
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induzir tanto efeitos apoptóticos como anti apoptóticos, dependendo do tipo celular, 

concentração hormonal e ambiente celular, isso por diferentes vias de sinalização. 

Assim, podemos sugerir que após a indução com tioglicolato, macrófagos 

foram mobilizados da circulação para meio intraperitoneal, os quais possivelmente 

refletem a quantidade de monócitos em estado de patrulha nos animais 

orquiectomizados. Portanto, tais macrófagos peritoneais podem estar em plena 

atividade inflamatória, mantendoassim, a resposta Th1 e podendo contribuir para a 

progressão da placa, independente de alterações lipídicas. 

Diante do exposto, nossos resultados fornecem evidências do papel 

ateroprotetor e imunomodulador da testosterona em lesão aterosclerótica precoce em 

camundongos LDLr-/-, por meio da regulação da resposta inflamatória e da 

participação da apoptose de macrófagos, suportando um possível mecanismo para o 

aumento da incidência de doenças cardiovasculares em homens com baixos níveis 

desse hormônio, entretanto mais investigações são necessárias para melhor elucidar 

estes mecanismos. 
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