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RESUMO

FILETE, Placielle Fiorezi, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, Junho de 2016.
Reducdo dos niveis plasméticos de testosterona aumenta lesdo aterosclerética
em camundongos LDLr”; participagéo de citocinas inflamatérias e apoptose de
macrofagos. 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 reducédo de testosterona no desenvolvimento
da aterosclerose sobre o perfil lipidico, inflamatorio e apoptose de macrofagos. 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
ficticia)WT Orx (WT orquiectomizado);LDLr""Orx (LDLr"-orquiectomizado). Apods
quatro semanas da orquiectomia, o sangue foi recolhido para analise do perfil lipidico,
testosterona e citocinas. As células peritoneais foram coletadas para analise de
apoptose com anexina V (FITC) e iodeto de propideo (PI) em citdbmetro de fluxo. A
extracdo da aorta foi realizada para quantificacdo de deposicéo lipidica por “en face”.
Animais com reducao de testosterona apresentaram menor percentagem de apoptose
em macréfagos 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
deposicao lipidica observado nesses animais (WT= 4,25+0,2; WT Orx= 8,4+0,4; LDLr
l-=9,6+1,1;LDLr"Orx= 15,8+2%). A analise de citocinas mostrou uma diminui¢do nos
niveis 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 razdes TNF-a/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 comparacdo aos grupos controles. A reducdo de testosterona nao alterou o perfil
lipidico dos grupos experimentais. Conclui-se que a reducdo nos niveis de
testosterona pode promover aumento de placa aterogénica por meio da regulacéo da
resposta inflamatéria via apoptose de macréfagos, sem alteracdo do perfil lipidico.

Palavras-chave: Aterosclerose, Apoptose, InterleucinalO, 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 =84 +
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-a/ 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.



1. INTRODUCAO

As principais causas de mortalidade entre os paises desenvolvidos e em
desenvolvimento estédo relacionadas com as doencas cardiovasculares [1]. Nesse
contexto, o papel protetor dos andrégenos com relagéo a essas doencgas também tem
sido relatado [2]. Estudo prospectivo revelou maior propenséo de risco de morte por
doencas cardiovasculares em homens cujos niveis totais de testosterona
encontravam-se baixos independentes de mudltiplos fatores de risco [3]. Outros
estudos mostraram que a terapia de privacao de andrégenos aumenta o risco de
eventos cardiovasculares [4,5] em contrapartida, a terapia de reposicdo de
androgenos tem sido associada a diminuicdo da mortalidade [6, 7].

A aterosclerose se destaca como a principal etiologia que contribui para as
doencas cardiovasculares [8]. Apesar de maior incidéncia de doencas
cardiovasculares nos homens em comparacdo com as mulheres, estudos sugerem
gue os andrégenos, dos quais a testosterona € o principal, protegem contra
aterosclerose em homens [9,10,11], influenciando na inflamacg&o vascular e podendo
reduzir o desenvolvimento da placa aterosclerética [12], entretanto os mecanismos
nao estao totalmente elucidados.

A aterosclerose é uma doenca inflamatoéria progressiva [13], caracterizada
por disfuncao endotelial, inflamacgé&o vascular e acumulo de lipidios na camada intima
das artérias de médio e grande calibre [12, 14] que conduz a eventos cardiacos, como
infarto do miocardio e acidente vascular cerebral, em resposta a ruptura da placa
aterogénica [8].

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo mediadores da fase inicial
da doenca aterosclerética. Em niveis elevados, estdo envolvidas na organizacéo do
nacleo lipidico e na polarizagcdo de mondcitos circulantes. No interior da placa,
moléculas de LDL sdo especialmente susceptiveis a oxidacdo, formando a LDL
oxidada (LDLox) [15], em resposta a essas moléculas, as células T sédo ativadas
propiciando o recrutamento de mondcitos circulantes que estdo “patrulhando” o
interior dos vasos sanguineos para os tecidos, por meio das moléculas de adeséao
celular, onde se diferenciam em macrofagos [15, 16, 17, 18]. O resultado é a

intensificacdo da inflamacdo por meio da ativacdo de células T helper-1 (Th1) que



promovem a producdo de mediadores inflamatérios levando ao desenvolvimento da
aterosclerose [16, 19,20].

Mediadores inflamatoérios parecem desencadear uma modulacéo fenotipica
de macréfagos na parede arterial durante a aterogénese [21]. Macrofagos ativados
podem aumentar a vulnerabilidade da placa, enquanto um fenétipo alternativo pode
contribuir para a estabilidade e regressdo da mesma ao minimizar a inflamacéao [22].
Membros da familia das citocinas tém mostrado envolvimento no processo
inflamatorio desde a iniciagcéo até a progresséao da lesdo aterosclerdtica [23]. Segundo
Ait-Oufella et al. [24] todas as células envolvidas na aterosclerose sdo capazes de
produzir e de responder as citocinas, as quais desempenham papel duplo na doenca,
podendo desempenhar papel anti ou pro6 inflamatério.

Moore et al. [25] reportam quemacrofagos exercem um papel importante
na resposta inflamatéria por meio da sustentacdo de fatores pré-inflamatérios e de
sua apoptose, que contribui para formacdo de um ndcleo necrético propenso a
ruptura. A apoptose de macrofagos tem sido identificada como uma caracteristica
chave nas placas ateroscleréticas em todas as fases da lesdo [26]. Ela pode ser
desencadeada por uma combinacéo de fatores e condicfes, de acordo com o estagio
da doenca [27], podendo afetar a progressao da placa de formas diferentes [28]. Em
lesbGes aterosclerdticas precoces, a apoptose de macréfagos esta associada a
reducado da progressao da placa. Entretanto, nas lesGes ateroscleréticas avancadas,
a depuracdo diminuida de macréfagos apoptoticos resulta no aumento da lesdo e em
risco aumentado de ruptura da placa [29].

Visto que existem evidéncias da relacdo da inflamacdo com o processo
aterosclerotico e do papel ateroprotetor da testosterona, hipotetiza-se que a
orquiectomia de animais modelos experimentais de aterosclerose determina o
aumento da deposic¢éo lipidica na placa aterosclerética, envolvendo o desequilibrio de
citocinas inflamatérias e a apoptose de macréfagos. Tem sido proposto que
camundongos knockout para os receptores de LDL (LDLr") sdo uma excelente opcdo
para estudos sobre a patogénese da aterosclerose, dado que possuem o perfil de
lipoproteina do plasma semelhante aos humanos hiperlipidémicos, sendo o colesterol
confinado principalmente a fragao de LDL [30]. Portanto, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o desenvolvimento da aterosclerose, o perfil lipidico, as citocinas anti e pro
inflamatorias e a apoptose de macréfagos peritoneais em camundongos LDLr"- e seus

respectivos controles, com e sem orquiectomia.



2. METODOS

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
ficticia); WT Orx (WT orquiectomizado); LDLr"Orx (LDLr"orquiectomizado). Esses
animais foram obtidos do Biotério de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP/SP e mantido sno Biotério da Universidade Vila Velha (UVV)
com iluminacdo artificial (ciclo claro-escuro de 12h) e temperatura de 22°C. As gaiolas
individuais permitiam o livre acesso dos animais a ingestdo de agua e racao (racao
Probiotério, Moinho Primor, S.A). Os procedimentos experimentais ocorreram de
acordo com as regras do guia para o cuidado e uso de animais de laborat6rio publicado
pelo Instituto Nacional de Saude dos EUA (NHI Publication N 85-23, revised in 1996) e
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de Vila Velha
(CEUA-UVV, Protocolo n° 191/2011).

2.2.0rquiectomia

Os animais submetidos aorquiectomia, com idade de oito semanas, foram
anestesiados (quetamina / xilazina: 8,7 e 1,3 mg/100g de peso corporal,
intraperitonealmente) e depois da preparacdo asséptica do local do procedimento
cirdrgico, uma pequena incisao foi efetuada na ponta do escroto. A tanica foi aberta e
o testiculo, cauda epididimal, ducto deferente e vasos sanguineos foram exteriorizados.
Os vasos sanguineos e o ducto deferente foram cauterizados e os testiculos e
epididimo removidos. O tecido remanescente foi retornado para o interior do saco
escrotal e o procedimento foi repetido para o outro testiculo. Em seguida a inciséo foi
suturada e um swabe de iodo-povidine foi passado no local. Cada camundongo recebeu
injecdo intramuscular de 60.000U de penicilina G benzatina e penicilina G procaina e

foram colocados em gaiolas individuais com livre acesso a agua e racéo [31].



2.3.Protocolo experimental

Apds quatro semanas do procedimento cirdrgico, 0S animais
orquiectomizados e/ou submetidos a cirurgia ficticia foram eutanasiados e amostras de
sangue foram retiradas por meio de puncdo cardiaca para analises bioquimicas,
testosterona plasmética e citocinas. Em seguida, foi realizado o isolamento das células
peritoneais para determinacdo da apoptose de macrofagose extracdo da aorta total

para quantificacdo de deposicéao lipidica.

2.3.1.Andlises bioquimicas

O sangue foi retirado por meio de punc¢éo cardiaca em tubos secos, e 0
plasma separado e mantido a -20°C para as analises bioquimicas. Colesterol total
(CT), Colesterol HDL (HDL-C) foram determinados usando Kits comerciais (BIOCLIN,
Minas Gerais, Brasil). Colesterol ndo-HDL (nHDL-C) foi calculado como a diferenca
entre CT e HDL-C. O nHDL-C representa um indice Unico de todas as lipoproteinas
aterogénicas contendo apoB: LDL, VLDL (Lipoproteina de muito baixa densidade),

IDL (Lipoproteina de densidade intermediaria) e lipoproteina (a) [32].

2.3.2.Determinacao da testosterona plasmatica

A dosagem de testosterona foi realizada seguindo as determinacdes
analiticas do método de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) por meio de
kit comercial (In vitro diagndstica, Minas Gerais, Brasil) em amostras de plasma dos
animais. O procedimento do ELISA foi realizado em duplicatas das amostras e
padrdes, sendo realizada a média entre as absorbancias a partir da leitura realizada

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

2.3.3.Avaliacéo de citocinas pro e anti-inflamatérias

As citocinas interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina 10(IL-10) foram simultaneamente quantificadas com o auxilio do kit
comercial Cytometric Bead Array Mouse (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) de
acordo com Menezes et al. [33]. A andlise foi realizada no plasma dos animais por
citometria de fluxo. Brevemente, 50 uL da suspenséo de particulas de captura (beads)
foram adicionados aos tubos e agitados e, em seguida, foram adicionados 50 pL da
amostra a ser analisada e também o reagente de deteccdo 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 tampéo para lavar o excesso do
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fluorocromo ficoeritrina, seguido de centrifugacdo a 300 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 300 pL de tampé&o para ser
analisado em citdmetro de fluxo. Os mesmos procedimentos foram realizados para os
controles. As amostras foram analisadas no FACSCanto Il com auxilio dos softwares
FACS Diva e FCAP Array (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Curvas padrao foram
realizadas para cada citocina supracitada, utilizando solu¢do do kit. A concentracao
de cada citocina foi determinada pela interpolacio com a curva padréo
correspondente e as concentracgdes foram fornecidas em pg/mL.

As razdes entre as citocinas proé-inflamatérias TNF-a e IL-6 e a citocina anti-inflamatoria

IL-10 foram obtidas pela divisdo de cada amostra.

2.3.4.Determinacdo da apoptose em células peritoneais

Camundongos machos LDLr" e seus respectivos controles C57BL/6 (wild
type — WT), orquiectomizados e/ou submetidos a cirurgia ficticia receberam uma
injecdo intraperitoneal de 1mL de tioglicolato estéril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) a 3%, quatro dias antes de sua utilizacédo, posteriormente foram eutanasiados e
as células peritoneais foram coletadas por lavagem da cavidade peritoneal, utilizando
PBS estéril gelado e recolhido por centrifugacéo [34]. Para determinacéo das células
apoptaéticas foi utilizada marcacdo com anexina V (FITC) e iodeto de propideo (PI),
seguida de andlise em citdmetro de fluxo. Dez mil eventos foram registrados a partir
de cada amostra e a popula¢cédo de macréfagos foi determinada utilizando parametros
morfolégicos como tamanho e granulosidade. Foram retiradas aliquotas de 200puL de
células e estas, centrifugadas por 10 minutos a 300 g. Em seguida, ressuspendidas
em 400uL de tampéo Binding Buffer 10% (10mmol HEPES, NaOH, pH7,4, 140mmol
NaCl, 2,5mmol CaCl2) na concentracdo de 1x10°8 células/mL. A seguir, 100uL desta
solucdo (1x10° células) foram transferidos para um novo tubo, onde receberam 2uL
de anexina V-FITC e 2ul de Pl. As células foram incubadas por 15 minutos, a
temperatura ambiente (25°C), na auséncia de luz. Para controle positivo foi utilizado
H202. Posteriormente as marcacoes, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a
300 g e por fim, 400uL de PBS com 10% Soro Fetal Bovino foram adicionados a cada
tubo e as amostras analisadas no citbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson)
equipado com laser de 488nm. Os sinais foram obtidos utilizando filtros de 585nm
para Pl e 530nm para FITC. Este ensaio determina a proporcdo de células vivas
(anexina V-/PI-); células em estagio inicial de apoptose onde ocorre apenas a

exposicdo da fosfatidilserina (FS) na face externa da membrana plasmética com
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consequente marcacado com a anexina V (anexina V+/Pl-); células em estégio tardio
de apoptose ou em necrose onde além da exposicdo da FS, a membrana plasmatica
sofre colapso e se torna permeavel ao Pl fazendo com que a célula possua dupla
marcacao (anexina V+/Pl+); e células danificadas, em necrose (anexina V-/Pl+). O
resultado € um grafico de dot plot com quadrantes Q1, Q2, Q3, Q4 sendo, Q1: positiva
apenas para Pl — células com dano (necrose); Q2: Apoptose tardia/necrose (positiva
para Anexina e Pl); Q3: células viaveis; Q4: apoptose precoce (Positiva para Anexina
e negativa para PI). Para célculo da taxa de apoptose total foram somados quadrantes
Q2+Q4. A analise dos dados foi realizada com auxilio do software DIVA e FCS

Express Flow Research Edition [35].

2.3.5.Preparagéo “en face”

A aorta foi dissecada livremente desde o ponto inicial da aorta ascendente
até a bifurcacdo iliaca e armazenada em solucdo de PBS-formol 10% a 15°C. A
completa retirada da camada adventicia foi cuidadosamente realizada no dia seguinte.
Em seguida, o corte inicial foi realizado da curvatura adrtica menor e estendido até a
bifurcacéo iliaca. O segundo corte foi feito simetricamente ao longo da curvatura maior
até o nivel da artéria subclavia. Durante todo o processo tomou-se o cuidado para nao
deslocar lesBes aterosclerdticas da superficie intimal. A padronizacédo da dissecacao
€ importante para manter intactas as regibes com lesdo conforme descrito
previamente [36, 37]. ApOs o corte, as aortas foram presas em superficie de Etil Vinil
Acetato (EVA) com pinos de aco para manter sempre o tecido na sua posi¢ao plana e

horizontal.

2.3.6.Deposicdao lipidica vascular

As amostras previamente submetidas a preparacao “en face” foram
coradas com Oil-Red (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para visualizacdo de
acumulos de lipideos (coloragédo vermelha). Todas as amostras foram submersas em
solucéo alcodlica com o Oil-Red a 0,3% por 10 minutos e em seguida lavadas em uma
cuba com agua até retirar todo 0 excesso do corante vermelho. A analise da deposi¢ao
lipidica foi realizada por meio da intensidade e extensdo da coloragdo vermelha cujas
imagens foram adquiridas usando uma camera digital de alta resolu¢do Canon T5 18-
55 (Canon, USA) e posteriormente digitalizadas para analise morfométrica pelo
software “Image J” (dominio publico-National Institute of Health, USA). Essa analise

foi realizada por pesquisador cego para 0s grupos experimentais.
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2.4. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média
(E.P.M.). Para analise estatistica das variaveis do experimento, as mesmas foram
submetidas a analise de variancia de uma via (ANOVA). A significancia da diferenca
entre as medias foi determinada por um teste post hoc pelo método de Tukey, ajustado
para multiplas comparacfes, com significancia aceita acima de 5% (p<0,05). Para
andlise estatistica e apresentacdo grafica dos resultados foi empregado o Prism
software (Prism6, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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3. RESULTADOS

3.1. Andlises bioquimicas

A Figura 1 mostra os resultados das analises bioquimicas de CT, HDL-C e
nHDL-C nos grupos experimentais. Os animais LDLr’" apresentaram maior nivel de
colesterol total quando comparado com os grupos WT e WT Orx. A reducdo de
testosterona nao 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 nivel de nHDL-C apresentou-se maior nos grupos LDLr” e
LDLr"Orx em comparagdo com os grupos WT e WT Orx e a reducéo de testosterona
também n&o exerceu influéncia entre seus controles (WT=86+12; WT Orx= 60+7; LDLr
l-=148+13;LDLr"-Orx= 156+6 mg/dL) (Figura 1B). A concentracéo sérica de HDL-C néo
apresentou diferenca entre todos os grupos estudados (WT=28x2; WT Orx=23+1; LDLr
l-= 26+0,8; LDLIr""Orx= 29+2 mg/dL) (Figura 1C).
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Figura 1. Andlises bioquimicas. Graficos de barras mostrando o parametro 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 né&o
orquiectomizados. Os resultados estdo expressos como meédia + E.P.M. *p<0,05 e

**p<0,01 em relacdo ao grupo WT; **p<0,01 em relac&o ao grupo WT Orx.

3.2. Testosterona plasmatica

Houve diminuicdo nos niveis de testosterona em ambos o0s grupos
orquiectomizados em comparacdo com 0s controles, confirmando a efetividade do
procedimento cirargico, 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).
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Figura 2. Concentracado de testosterona. Gréaficos de barras mostrando a concentragao
de testosterona de camundongos knockout para receptor de LDL (LDLr"") e C57BL/6
(wild type— WT) orquiectomizados (Orx) e ndo orquiectomizados. Os resultados estao
expressos como média + E.P.M.**p<0,01 em relacédo ao grupo WT; *p<0,05 em relagéo
ao grupo WT Orx e #p<0,01 em relagdo ao grupo LDLr".

3.3. Anadlises de citocinas pro6 e anti-inflamatérias

O perfil das citocinas pro-inflamatérias IL-6, TNF-a e citocina anti-
inflamatoria IL-10 é mostrado na Figura 3. Nao houve diferenga nos niveis de IL-6 nos
grupos estudados (WT= 152+13; WT Orx= 119+12;LDLr’-= 158+18; LDLr’ Orx= 12745
pg/mL) (Figura 3A), assim como nos niveis de TNF-a (WT= 466+18; WT Orx=
415+7;LDLr'"= 480+23; LDLr”- Orx= 411+10 pg/mL) (Figura 3B). Em relacéo a IL-10,

houve diminuicAonos niveis dessa citocina anti-inflamatéria nos animais
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orquiectomizados em comparacdo com o0s controles (WT= 387+26; WT Orx=

174+6;LDLr"= 433+56; LDLr"- Orx= 145+7 pg/mL) (Figura 3C).
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Figura 3. Concentracdo de IL-6, TNF-a e IL-10. Graficos de barras mostrando a
concentracéo de IL-6 (A), TNF-a (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 ndo orquiectomizados. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M.
**p<0,01 em relagdo ao grupo WT; **p<0,01 em relagdo ao grupo WT Orx e #p<0,01

em relac&o ao grupo LDLr".

A Figura 4 mostra as razdes entre as citocinas pro-inflamatoriasTNF-a e IL-
6 e a citocina anti-inflamatéria 1L-10, ambas envolvidas na patogénese da
aterosclerose. Podemos observar aumento significativo da razdo TNF-o/IL-10 em
ambos os grupos com reducgao 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 razéo 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. Raz&do TNF-a /IL-10 e IL-6/IL-10. Gréfico de barras mostrando a relagéo
TNF-a/IL-10 (A) e a relagéo IL-6/IL-10 (B) no plasma de camundongos knockout para
receptor de LDL (LDLr") e C57BL/6 (wild type— WT) orquiectomizados (Orx) e ndo
orquiectomizados. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. **p<0,01 em
relacdo ao grupo WT; **p<0,01 em relacédo ao grupo WT Orx e #p<0,01 em relacéo

ao grupo LDLr".

3.4. Determinacao de apoptose em células peritoneais

A andlise por citometria de fluxo para determinacao das células apoptoticas
com marcacao de anexina V (FITC) e iodeto de propideo (PI), mostra que a reducéo de
testosterona promoveu diminuicdo no numero (percentual) de células apoptéticas 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. Analise de apoptose por citometria de fluxo. Graficos de dot plots tipicos
comparando a apoptose em camundongos WT e WT Orx (A) e (B) entre LDLr" e LDLr
I-Orx utilizando anexina V (FITC) e iodeto de propideo (Pl). Q1 representa células com
dano-necrose (positiva apenas para Pl); Q2: Apoptose tardia/necrose (positiva para
Anexina e Pl); Q3: células viaveis; Q4: apoptose precoce (Positiva para Anexina e
negativa para Pl). (C) Gréfico de barras mostrando a percentagem media de células
apoptoticas (Q2 + Q4). Os resultados estédo expressos como média + E.P.M. **p<0,01
em relagdo ao grupo WT; **p<0,01 em relagdo ao grupo WT Orx e #p<0,01 em relacéo

ao grupo LDLr".

3.5. Andlise de deposic¢éo lipidica vascular

A Figura 6 mostra que a reducao de testosterona promoveu maior deposicao
lipidica em comparacdo 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 deposicdo lipidica em
animais LDLr”- quando comparado ao grupo WT.
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Figura 6. Andlise da deposicao lipidica. Painel superior: corte representativo de cada
grupo experimental demonstrando a deposicao lipidica avaliada pela coloracdo com
Oil-Red. Painel inferior: graficos de barras mostrando a percentagem da area de
deposicao lipidica em aortas de camundongos knockout para receptor de LDL (LDLr")
e C57BL/6 (wild type— WT) orquiectomizados (Orx) e ndo orquiectomizados. Os
resultados estdo expressos como média + E.P.M. *p<0,05 e **p<0,01 em relagcdo ao

grupo WT; **p<0,01 em relacéo ao grupo WT Orx e #p<0,01 em relacédo ao grupo LDLr
/-
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4. DISCUSSAO

Os dados do presente estudo demonstram pela primeira vez a influéncia
da reducdo de testosterona na aterosclerose precoce em camundongos machos LDLr
- jovens e sem dieta aterogénica. Foi observado desequilibrio de citocinas pré e anti-
inflamatdrias com reducdo nos niveis de IL-10 e diminuicdo na apoptose de
macréfagos peritoneais concomitantemente com o aumento de deposicao lipidica,
sem alteracao no perfil lipidico dos animais.

Embora a influéncia dos andrégenos com a patogénese da aterosclerose
tenha sido alvo de diversas investigacfes clinicas [38, 39, 40] e experimentais [11,
41,42], os resultados apresentam-se ainda controversos no que diz respeito a
participacdo dos androgenos no desenvolvimento da aterosclerose [43, 44, 45, 46].
Além disso, Traish et al. [47] revelam a ligacdo entre deficiéncia de andrégenos e
alteracdes no perfil lipidico, que favorecem o estresse oxidativo, disfuncao endotelial
e aumento da producdo de fatores proé-inflamatérios, culminando no processo
aterosclerotico.

Bourghardt et al. [11] sugerem que os efeitos sobre o perfil lipidico ndo sdo
pré-requisito para a acdo antiaterogénica da testosterona em camundongos LDLr".
Nathan et al. [48] demonstraram que animais LDLr”- submetidos a orquiectomia ndo
apresentaram diferenca nos niveis de colesterol total, nem nos triglicerideos,
entretanto, os niveis de HDL foram diminuidos. Em nosso estudo néo foi observado
alteracéo no perfil lipidico entre os grupos orquiectomizados e seus controles, desse
modo a dieta ocidental utilizada por oito semanas por Nathan et al. [48] pode ser
responsavel pela reducéo nos niveis de HDL. Além disso, vale ressaltar que a reducao
da testosterona no aumento do desenvolvimento da placa parece ser mais importante
gue a alteracdo no perfil lipidico, visto que o padrdo de lesdo ap6s a orquiectomia foi
semelhante tanto nos animais WT quanto nos LDLr".

Apesar doperfil lipidico ndo ter alterado, nossos dados mostram que a
reducdo nos niveis de testosterona pode ser capaz de aumentar a deposicéo lipidica,
contribuindo assim, para formacgéo da placa aterosclerética e consequentemente para
o desenvolvimento da doenca. Nossos dados corroboram os de Hatch et al. [49] que
mostram aumento de placa em animais LDLr- com reducédo de testosterona, no
entanto, expostos a dieta rica em gordura, diferentemente do presente trabalho. O

modelo LDLr” apresenta nivel de colesterol plasmatico ligeiramente aumentado
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guando comparado com animais de tipo selvagem e desenvolvem aterosclerose
lentamente sob dieta normal [50], assim demonstramos pela primeira vez, que em um
periodo de um més a retirada desse hormdnio é tao significativo no desenvolvimento
da placa quanto a dieta rica em colesterol.

Ainda que alguns pesquisadores associem a aterosclerose apenas a
desordens metabdlicas, no decorrer dos ultimos anos ela tem sido associada a
distarbios inflamatorios em funcéo de sua complexidade [51, 52].

As citocinas denominadas pro-inflamatérias promovem o desenvolvimento
da leséo, entre elas estdo o TNF-a e a IL-6 [53], ambos séo produzidos principalmente
por macrofagos [54]. O TNF-a esta relacionado na promocédo da transmigracdo de
leucdcitos [24], de forma a contribuir com a progressao da lesdo. A IL-6 por sua vez,
tem sido apontada por alguns autores como uma citocina de carater dual [24, 54],
estando envolvida na disfuncéo endotelial, na transicdo de macrofagos para células
espumosas e também na resposta de fase aguda da inflamacéao [23, 53, 55].

Em contraste, algumas citocinas suprimem a resposta inflamatdria, como a
IL-10 que também € secretada pelos macréfagos e considerada ateroprotetora [13,
54]. Adicionalmente, dados da literatura mostram que as vias de sinalizacao proé-
inflamatoérias tém a capacidade de induzir em paralelo a expressdo de mediadores
anti-inflamatérios, tais como a IL-10, e que o equilibrio entre elas é crucial para
determinar o desenvolvimento da leséo [54, 56].

Assim, foi investigado se marcadores classicos como citocinas IL-6 e TNF-
a e IL-10 envolvidas no processo aterosclerético podem ser moduladas pela
testosterona, visto que, estudos in vitro atribuem a testosterona efeito
imunomodulador e destacam potenciais beneficios de sua terapia, sugerindo que ela
pode suprimir a expressao de citocinas pré-inflamatérias e estimular a producao de
citocinas anti-inflamatérias, especialmente a IL-10 [57, 58]. Liva et al. [59] observaram
gue a testosterona pode atuar diretamente em linfécitos TCD4+ para aumentar a
producdo de IL-10 e verificaram que macrofagos expressam receptor androgénico,
nao excluindo a possibilidade da acdo direta da testosterona nessas ceélulas. Aléem
disso, tem sido proposto que o desequilibrio entre IL-10 e TNF-a desempenha um
papel importante em lesdes ateroscleréticas [60, 61, 62].

Em nosso trabalho, as citocinas pré-inflamatérias ndo apresentaram
diferencas entre os grupos, entretanto, a reducdo da testosterona mostrou relacéo
negativa sobre os niveis de IL-10. Adicionalmente, observamos aumento entre as

razbes TNF-a/IL-10 e IL-6/IL-10. Nossos resultados sugerem, por meio do



21

desequilibrio observado entre as citocinas prée anti inflamatérias, que a reducéo de
testosterona pode promover aumento de resposta Thl e favorecer o desenvolvimento
de placa aterosclerdtica. E diante da resposta inflamatéria observada, nos
propusemos a investigar a viabilidade de macréfagos, células cruciais para o
desenvolvimento das placas.

A apoptose de macrofagos em nosso estudo foi avaliada por meio do
isolamento de células peritoneais de camundongos. Zhang et al. [63] demonstraram
que dentre as células no peritbnio de animais estimulados com tioglicolato, cerca de
70% sao macrofagos. Muitos estudos utilizam células peritoneais para avaliagdo das
modulac¢des moleculares envolvidas com o desenvolvimento da lesédo aterosclerética
[64, 65, 66].

Nossos dados revelam que animais com reducdo de testosterona,
apresentaram menor porcentagem de apoptose de macrdfagos, simultaneamente,
com maior deposicdo lipidica. O desenvolvimento da placa parece ter relacdo
paradoxal com a apoptose dependendo da fase da lesdo [29]. Na fase inicial a
progressao da lesao parece estar intimamente ligada aos macréfagos vivos, visto que
muitos macréfagos, responsaveis pela fagocitose de lipidios oxidados e restos
celulares, sofrem apoptose na fase inicial da leséo, por isso o aumento da apoptose
nesse estagio tem consequéncias antiaterogénicas [21, 27]. Isso pode explicar nossos
dados, visto que segundo Gautier et al. [28] a lesdo em 5 semanas é considerada
precoce e a de 15 semanas avancada, assim, a lesdo observada no presente estudo
é dita precoce, uma vez que foi avaliada em um periodo de quatro semanas e sem
dieta aterogénica.

Adicionalmente, Jin et al. [67], verificaram que a testosterona é capaz de
induzir apoptose em macrofagos derivados da medula 6ssea. Nossos resultados
confirmam dados reportados previamente por Lammers et al. [29], onde observaram
gue a reducdo na formacdo da lesdo aterosclerdtica coincidiu com aumento da
apoptose em camundongos LDLr", entretanto, esses animais foram submetidos a
dieta ocidental por 9 semanas sem avaliagdo hormonal, diferentemente desse estudo.

Diversos mecanismos sao atribuidos ao efeito ateroprotetor da
testosterona, por exemplo, alguns autores sugerem modifica¢cdes no perfil lipidico [57]
e inflamatorio [68], participacdo da enzima aromatase [69] e receptor de andrégeno
[70] dentre outros. Em revisdo, Vasconsuelo et al. [71] evidenciam que hormdnios
esteroides sexuais promovem suas ac¢des por meio da apoptose, que € um evento

celular importante. Além disso, mostram o efeito dual da testosterona, que pode
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induzir tanto efeitos apoptéticos como anti apoptéticos, dependendo do tipo celular,
concentracdo hormonal e ambiente celular, isso por diferentes vias de sinalizacéo.

Assim, podemos sugerir que apos a inducédo com tioglicolato, macréfagos
foram mobilizados da circulacdo para meio intraperitoneal, os quais possivelmente
refletem a quantidade de mondcitos em estado de patrulha nos animais
orquiectomizados. Portanto, tais macrofagos peritoneais podem estar em plena
atividade inflamatoria, mantendoassim, a resposta Thl e podendo contribuir para a
progressédo da placa, independente de alteracdes lipidicas.

Diante do exposto, nossos resultados fornecem evidéncias do papel
ateroprotetor e imunomodulador da testosterona em lesdo aterosclerética precoce em
camundongos LDLr”, por meio da regulacdo da resposta inflamatéria e da
participacdo da apoptose de macréfagos, suportando um possivel mecanismo para o
aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares em homens com baixos niveis
desse hormdnio, entretanto mais investigacdes sdo necessarias para melhor elucidar

estes mecanismos.
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