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RESUMO

As variacdes nos lipideos e lipoproteinas sdo consideradas um fator de risco para
doencas cardiovasculares, como a aterosclerose. Este estudo avaliou o efeito da dislipidemia
genética e alimentar nas caracteristicas morfofuncionais testiculares e se sua relagdo com as
doencas cardiovasculares desenvolvidas por dietas hiperlipidicas em camundongos
geneticamente modificados, ausente do receptor do LDL (Ldlr-/-) e em camundongos
selvagens (wild type). Além de avaliar a reposicdo da testosterona na protecdo do sistema
cardiovascular de camundongos Ldlr-/- alimentados ou ndo com dieta hiperlipidica. No
primeiro trabalho, foram selecionados camundongos Ldlr-/-, divididos em quatro grupos
(n=10): S: animais alimentados com dieta padrdo (Nuvital®) para roedores e sem aplicacdo de
testosterona; ST: animais alimentados com dieta padrdo (Nuvital®) para roedores e com
aplicacdo de testosterona (0,01ml por semana); HL: animais alimentados com dieta
hiperlipidica (20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido cdlico) e sem
aplicacdo de testosterona; HLT: animais alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura
total, 1,25% de colesterol e 0,5% de acido colico) e com aplicacdo de testosterona (0,01ml por
semana). Na analise do perfil lipidico, os camundongos que receberam dietas hiperlipidicas
(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 os camundongos dos grupos HLT apresentaram aumento nos niveis
séricos de HDL quando comparados com os camundongos do grupo HL. Os camundongos do
grupo S e ST apresentaram niveis séricos de HDL aumentados em relacdo aos demais grupos
estudados. No segundo trabalho, observou-se que a dislipidemia gerada pela deficiéncia do
receptor de LDL (LdlIr-/-) tem uma relagéo positiva com o aumento da producdo de anions de
superdxido vascular, aumento da expressdo de CD40 e FasL no testiculo. A delecdo genética
do receptor de LDL (LdlIr-/-) em camundongos associados a uma dieta hiperlipidica aumentou
o0 dano sistémico e testicular. Em conclusédo, os distirbios metabdlicos dos lipideos gerados
pela delecdo do gene LDL induziram a disfuncdo testicular, por mecanismos envolvendo
estresse oxidativo, inflamacdo e apoptose, prejudicando a espermatogénese e a
esteroidogénese testicular. Sugere-se também que a testosterona possa causar indiretamente a

hipertrofia de cardiomidcitos.

Palavras-chave: Andrdgenos. Doencas cardiovasculares. LDL.



ABSTRACT

Variations in lipids and lipoproteins are considered a risk factor for cardiovascular
diseases, such as atherosclerosis. This study evaluated the effect of genetic and alimentary
dyslipidemia on testicular morphofunctional characteristics and whether its relation with the
cardiovascular diseases developed by hyperlipidic diets in genetically modified mice, absent
LDL receptor (LdIr-/-) and wild type mice. In addition to evaluating the replacement of
testosterone in the protection of the cardiovascular system of Ldlr-/- mice fed or not with a
hyperlipidic diet. In the first study, Ldir-/- mice were selected, divided into four groups (n =
10): S: animals fed standard diet (Nuvital®) for rodents and without testosterone application;
ST: animals fed standard diet (Nuvital®) for rodents and with testosterone application (0.01
ml per week); HL: animals fed a hyperlipid diet (20% total fat, 1.25% cholesterol and 0.5%
cholic acid) and without testosterone application; HLT: animals fed a hyperlipid diet (20%
total fat, 1.25% cholesterol and 0.5% colic) and with testosterone application (0.01 ml per
week). In the analysis of the lipid profile, the mice that received hyperlipidic diets (HL and
HLT) presented severe mixed dyslipidemia with increased serum levels of total cholesterol,
LDL, VLDL and triglycerides, when compared to the mice of the S and ST groups. However,
the HLT group showed an increase in serum HDL levels when compared to the mice in the
HL group. The mice from the S and ST groups had increased serum HDL levels in relation to
the other groups studied. In the second study, it was observed that the dyslipidemia generated
by the LDL receptor deficiency (LdIr-/-) has a positive relation with the increase in the
production of vascular superoxide anions, increased expression of CD40 and FasL in the
testis. Genetic deletion of the LDL receptor (Ldlr-/-) in mice associated with a hyperlipidic
diet increased both systemic and testicular damage. In conclusion, the metabolic disorders of
the lipids generated by the deletion of the LDL gene induced testicular dysfunction, by
mechanisms involving oxidative stress, inflammation and apoptosis, impairing
spermatogenesis and testicular steroidogenesis. It is also suggested that testosterone may

indirectly cause hypertrophy of cardiomyocytes

Key words: Androgens. Cardiovascular diseases. LDL.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A dislipidemia € uma complexa desordem no metabolismo dos lipideos e pode estar
associada com fatores genéticos e alimentares, sendo classificada genotipica ou
fenotipicamente. Elas podem aumentar processos inflamatorios cardiovasculares, gerar
estresse oxidativo e disfuncdo endotelial e, consequentemente, hipertensao arterial, que estdo
intimamente ligados ao maior risco de hipertrofia cardiaca. A hipertensdo arterial juntamente
com a hipertrofia ventricular cardiaca aumenta o risco de morte nos pacientes, que sdo
consideradas como a principal causa de morte no mundo.

No sexo masculino, a influéncia dos niveis de testosterona no metabolismo dos
lipideos e o risco de doencas cardiacas sdo complexos e ndo estdo completamente
estabelecidos. Ha controvérsias quanto aos niveis séricos da testosterona com a dislipidemia,
estresse oxidativo e alteragcbes na secrecdo da testosterona com o desenvolvimento das
doencas cardiovasculares. H& poucas evidéncias de que a testosterona enddgena é um fator de
risco negativo, visto que o papel da testosterona e terapia de reposicdo na salde cardiaca
masculina é controversa.

A obesidade associada a disturbios, na regulacdo dos lipideos, pode interferir na
reproducdo de homens influenciando na producdo de testosterona e, também, pode reduzir a
qualidade dos espermatozoides, por meio de alteracdes moleculares nas células e da estrutura
fisica, tanto em humanos como em outros animais, levando a distdrbios de fertilidade.

Esta pesquisa justifica-se para esclarecer e associar a via metabdlica da dislipidemia
com distdrbios morfofuncionais testiculares e também avaliar se a reposi¢cdo do hormonio
testosterona tem efeito na protecdo cardiovascular. Assim, objetivou-se verificar o efeito da
dislipidemia genética e alimentar nas alteragdes morfofuncionais testiculares e se estas
alteracbes estdo associadas as doencas cardiovasculares desenvolvidas por dietas
hiperlipidicas em camundongos geneticamente modificados, ausente do receptor do LDL

(LdIr-/-) e em camundongos selvagens (wild type).

1.1 Objetivo geral

Verificar o efeito da dislipidemia genética e alimentar nas alteragdes morfofuncionais
testiculares e sua associacdo com doencas cardiovasculares desenvolvidas por dietas
hiperlipidicas em camundongos geneticamente modificados, ausente do receptor do LDL

(Ldlr-/-), e em camundongos selvagens (wild type). Além disso, procurou-se avaliar a acao do
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uso da testosterona exdgena na protecdo do sistema cardiovascular de camundongos Ldlr-/ -

alimentados ou ndo com dieta hiperlipidica.

1.2 Objetivos especificos

a) Awvaliar como a delecdo do gene do receptor de lipoproteinas de baixa densidade
(Ldlr-/-) pode afetar a reproducdo masculina;

b) Avaliar o espermograma e determinar a concentragdo de testosterona nos
mecanismos envolvidos na infertilidade masculina;

c) Quantificar os niveis séricos dos camundongos Ldlr-/-.

d) Determinar as alteracGes cardiovasculares presentes nos camundongos Ldlr-/-.

1.3 Hipdtese

A testosterona exogena tem efeito protetor no sistema cardiovascular do homem e

favorece a fatores morfofuncionais nos testiculos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Dislipidemias

As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de morte no mundo e a maioria é
causada por fatores tradicionais de risco, sendo um deles a hiperlipidemia (LEE et al., 2004).
As dislipidemias sdo fatores relevantes de riscos para doencas cardiovasculares e as
intervencgdes apropriadas podem ter impacto no tratamento clinico (KINGSBURY e BONDY,
2003).

Segundo Garcia (2008), ha uma relacdo direta entre dietas hiperlipidicas e danos
cardiovasculares. No miocardio de animais experimentais, submetidos a padrdo dietético
gorduroso como potencializador da HVE (hipertrofia ventricular esquerda), o0 aumento na
concentracdo de lipideos plasmaticos favorece o dismorfismo do tecido muscular cardiaco. As
caracteristicas e habitos alimentares das popula¢fes mantém-se como argumentos das
diferencas observadas nos fatores de risco de doencas cardiovasculares (MARTINS e SILVA,
2007).

A dislipidemia é marcada por agrupamentos anormais de lipideos ou lipoproteinas no
sangue, determinada por fatores genéticos e do meio ambiente (FRANCA E ALVES, 2006).
A regulacdo do metabolismo lipidico por drogas ou dietas naturais é importante para a
reducdo dos risco de doencas cardiovasculares (SCHAEFER, 2002).

Os lipideos ou gorduras se estabelecem como um grupo composto de conformacao
relacionada, indireta ou diretamente, com &cidos graxos. Eles possuem a caracteristica de ser
relativamente insollveis em agua e sollveis em solventes apolares. Por serem parcialmente
insoliveis no meio liquido, os lipideos sdo transpostos dentro do corpo sob a forma de
particulas nomeadas de lipoproteinas (SANTOS, 2009). Para o mesmo autor, o endotélio
compartilha do processo de aterogénese, tendo como um dos fatores de risco direto a
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia.

Atualmente, doencas cardiovasculares se mostram como uns desafios para a medicina,
vastamente debatidas na area da saude, principalmente, sendo responsaveis pelos altos indices
de Obitos e internacdes, elas comprometem a qualidade de vida na populagédo
(CHRISTMANN, 2011). Dentre as moléstias pertencentes ao grupo das doencas
cardiovasculares, a aterosclerose ¢ a principal causa de mortalidade em paises desenvolvidos e
de grande importancia nos paises em vias de desenvolvimento e nos menos desenvolvidos
(GOTTLIEB et al., 2005).
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Esta doenca também é a representante do maior indicador de morbidade, em todo o
mundo, sendo a lesdo aterosclerética a anormalidade mais comumente localizada nas artérias
(CORREA-CAMACHO et al., 2007).

Ao caracterizar a morfologia vascular, a camada intima é constituida por uma camada
Unica de células do endotélio, enquanto, na camada média, hd a formagdo de células
musculares lisas, conjunto de fibras colagenas e fibrilas. As arteriolas sdo sitios cruciais de
resisténcia a funcdo bombeadora do coragdo, controlando o fluxo de sangue para 0s vasos
capilares. Os vasos sdo compostos pelas camadas média, intima e adventicia elasticas, todas
elas rodeadas por matriz extracelular (SAAD, 2004).

A pressdo arterial é o resultado da relacdo do débito cardial e da resisténcia vascular.
Mantendo-se as outras variaveis constantes, a pressao arterial altera de modo proporcional ao
acréscimo de volume dentro dos vasos. Evidéncias indicam que o evento capital, para o inicio
das lesGes aterosclerdticas, é o acumulo de lipoproteinas presentes no plasma na intima
arterial, que desencadeia reacfes celulares especificas, das quais a disfuncdo endotelial e a
condicdo inflamatoria sdo os componentes principais (LUZ e FAVARATO, 2003).

Em lesdes excéntricas, o grau de obstrucdo pode ser dinamico, porque a porcdo da
placa menos afetada pelo processo aterosclerético pode sofrer dilatacdo ou constricéo,
variando a luz efetiva do vaso. De qualquer modo, a restricdo da reserva coronéria é
progressiva; inicialmente, a isquemia ocorre em situacbes de demanda intensa de gas
oxigénio, depois em menores até haver comprometimento totalmente com a reserva coronéria,
guando a lesdo atinge noventa por cento do didmetro vaso (CAVALCANTE, 2009).

Neste sentido, a reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol total da fracdo LDL, quer
seja por meio de mudancas no estilo de vida ou pelo uso de farmacos, tem-se despontado
como eficaz para a reducdo de episodios coronarianos, normalizacdo da funcdo endotelial,
balanceamento e, até mesmo, regressdo de lesdes aterosclerdticas (ASSIS et al., 2013). Com
relacdo a normalizac@o do peso corporal, as alteracBes nos habitos alimentares, a diminuicéo
do consumo de acidos graxos saturados e &cidos graxos trans, assim como 0 aumento na
ingestdo de monoinsaturados e poli-insaturados, estdo presentes em diferentes estudos,
avaliados como medidas importantes para amortizar a concentragdo no plasma de
lipoproteinas aterogénicas (SANTOS e BORTOLOZO, 2009).

A alteracdo do estado lipidico, no sistema circulatério, pode ter, entdo, como
consequéncia a insuficiéncia coronariana, o estado em que ha o desbalanceamento entre a
oferta e 0 consumo de oxigénio, para a conservacdo plena das necessidades fisioldgicas,

porque a lesdo aterosclerdtica com o acimulo de colesterol e desenvolvimento de células
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musculares lisas na tinica intima, leva a inflamag&o e a uma placa fibrosa com uma projecédo
para dentro do lumen, transformando a tdnica média, levando a uma cadeia de complicagdes
circulatérias decorrentes da resposta inflamatéria desencadeada na parede do vaso
(CORREA-CAMACHO et al., 2007; LUZ e FAVARATO, 2003).

A hiperlipidemia também esta associada a hipovitaminose, o que pode causar Varios
disturbios do metabolismo 6sseo (PREMAOR; FURLANETTO, 2006). Verifica-se que ja sdo
usadas diferentes estratégias terapéuticas, para aumentar os niveis de HDL ou para melhorar a
sua funcdo em uma tentativa de controlar a hiperlipidemia e reduzir os riscos cardiovasculares
(RAGBIR e FARMER, 2010)..

Terra (2013) concluiu, em seu trabalho, que grupos alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram uma elevacao significativa das concentracdes plasmaticas de CT,
LDL, VLDL e TG, ou seja, apresentaram hipercolesterolemia severa, associada ao baixo
esforgo fisico.

Kraus et al, (2002) estudaram individuos sedentarios, com sobrepeso ou obesos com
moderada dislipidemia, em trés grupos de exercicio e um controle, 0os quais variaram em
intensidade (40 a 80% VO, max — volume maximo de oxigénio absorvido) e/ou volume (19,2
a 32 km/semana). Os resultados demonstraram grande associacao entre o volume do exercicio
fisico e melhora no perfil lipoprotéico.

Camundongos selvagens (wild type) apresentam niveis elevados de HDL no plasma,
quando comparados com os outros grupos. O HDL atua como um fator de protegdo contra
doengas cardiovasculares, promovendo o transporte reverso do colesterol LDL e exerce
efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes e antitromboticos (DUFFY; RADER; 2009).

As HDL plasmaticas possuem agOes antiaterogénicas, incluindo potente atividade
antioxidante e anti-inflamatéria (BARTER et al., 2004). Estudos clinicos e epidemioldgicos
relacionaram a diminui¢do da concentracdo plasmatica da HDL com o desenvolvimento de
doenca arterial coronariana (DAC) (YOUNG et al., 2004).

A disfuncdo das células endoteliais estd intimamente ligada & reducdo da
biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) e é um fenbmeno precoce na patogénese da
aterosclerose  (MAXWELL, 2002). Estudo de MA et al, (2012) mostraram que a
hiperlipidemia, hiperglicemia e a inflamacao s&o induzidas com uma dieta rica em gordura em

longo prazo.
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2.2 Hipertrofia ventricular esquerda (HVE)

A hipertrofia ventricular esquerda ¢ o complexo ajustamento cardiaco adaptativo do
miocardio a sobrecarga hemodindmica cronica (FRIMM, 1998). Este complexo representa
uma resposta adaptativa do coracao a hipertensao arterial, um dos mais importantes fatores de
riscos independentes de doenca cardiovascular e o mais comum em complicagdes
cardiovasculares, como o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca sistolica e diastdlica,
sendo a hipertrofia concéntrica o padrdo geométrico mais associado a progressdo para
insuficiéncia cardiaca (MATOS-SOUZA et al., 2008; NEVES e OIGMAN, 2000).

A hipertensdo, fundamentalmente a hipertrofia cardiaca, procede do aumento das
dimensbes (hipertrofia) dos cardiomidcitos - decorrentes de aumento quantitativo das
proteinas estruturais e contrateis - e do aumento do contetdo de fibroblastos e elementos
intersticiais. As hipertrofias, de maneira simplificada, provém da sobrecarga de presséo e/ou
volume. O miocérdio interpreta essas sobrecargas de modo diferenciado assim, o resultado
final, nessas circunstancias, é bastante diferente tanto em modificagdes na arquitetura
ventricular quanto nas variacBes bioquimicas produzidas nos componentes (MILL e
VASSALLO, 2001).

A isquemia surge, entdo, pela reducdo da reserva coronaria, em decorréncia de
disfuncdo do endotélio e, também, pelo proprio afinamento das arteriolas causado pela fibrose
que se aloja ao seu redor. Alias, a retificacdo e o estiramento dos vasos que se destinam as
porcBes subendocardicas enfraquece a capacidade vasodilatadora, tornando-os inadequados
para provimento de fluxo para a massa acrescida, ao lado da dislipidemia, do tabagismo e do
diabetes mellito, constitui-se um dos mais importantes fatores de risco controlaveis ou
removiveis para doenca arterial coronéria (FEITOSA et al., 2002). Além de alteragdes
anatdmicas, alteracbes no comportamento funcional coronariano contribuem para a
diminuicdo da reserva coronariana em individuos hipertensos (GOWDAK et al., 2005).

A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) constitui um indicador muito importante de
doengas cardiovasculares com risco de mortalidade. De acordo com Kannel (1983),
individuos que apresentam HVE, diagnosticada por alteracdes eletrocardiogréaficas,
apresentaram seis vezes mais risco de morte, quando comparado com a populagdo em geral.

Fatores como processo inflamatorio (KAI et al., 2005), disfuncdo endotelial (AUBIN
et al., 2006) e stress oxidativo (LANG et al., 2000) no sistema cardiovascular sdo condic¢oes
que promovem a hipertrofia cardiaca. Todavia varios estudos tém demonstrado uma reducao

da morbimortalidade por doencas cardiovasculares, interrupcdo, egressdo e prevencdo da
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doenca aterosclerotica e da HVE por meio de drogas redutoras do colesterol plasmatico
(GARCIA et al., 2008; BUCHWALD et al., 1990).

A HVE constitui um conjunto de alteracdes estruturais causadas pelo aumento das
dimensbes dos cardiomidcitos, proliferacdo do tecido conjuntivo intersticial e falta de
oxigenacdo na circulagdo coronéria (WOLLERT; DREXLER, 2002). Para Kastelein et al.
(2008), as estatinas, inibidoras da hidroximetelglutaril-coenzima-A redutase (HMG-CoA
redutase), sdo o grupo de farmacos mais potentes e eficazes para reduzir o colesterol total
(CT)eo LDL.

Para Chrysselis (2000), substancias que combinam antioxidante e atividades
hipocolesterolémicos devem ser eficazes na prevencdo da formagdo e progressdao da

aterosclerose.

2.3 Camundongos Ldlr-/-

A engenharia genética desenvolveu camundongos considerados como modelos, para
estudos em hipercolesterolemia experimental. A partir da década de 1990, os modelos mais
utilizados sédo de camundongos knockout para os receptores da Ldlr-/- e 0 gene da Apoe -/-
(KIM e YOUNG, 1998; BRESLOW, 1993). Estes modelos de aterosclerose sdo Uteis para
investigar as influéncias ambientais e genéticas sobre formacdo e composicdo da lesdo e
diferem de maneiras importantes, em relacdo as diferencas nas lipoproteinas plasmaticas
(GETZ e REARDON, 2016).

Segundo Fernandes et al, (2012) e Napoli et al, (2004), os modelos de camundongos
acabam sendo utilizados em estudos envolvendo a génese da aterosclerose e da dislipidemia e
ndo raramente protocolos de treinamento fisico tém feito parte desses estudos.

Para se originar o camundongo com deficiéncia para o0 gene que expressa o receptor de
LDL (Ldlr-/-), houve a delecdo do gene que expressa este receptor (Ldlr-/-). Esse animal
possui aumento significante nos niveis sanguineos das lipoproteinas aterogénica LDL e
lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), apresentando um quadro de
hipercolesterolemia moderada semelhante aquele descrito em humanos, (ISHIBASHI et al.,
1994). Esse modelo animal tem sido extensivamente utilizado, na investigacdo de
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose, como também em ensaios
medicamentosos (LUSIS, 2004).

Mutacbes no gene receptor, em humanos, da LDL causam hipercolesterolemia

familiar, quem na sua forma homozigota, € caracterizada por uma dramatica elevacdo nos
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niveis de colesterol total e de sua fragdo LDL (600-800 mg/dL), ocasionando aterosclerose
severa e prematura (MARKS et al., 2003).

2.4 Relacdo entre hormonios andrdgenos e doencas arterial coronariana (DAC)

Baixos niveis de testosterona tém sido associados a desfechos que reduzem a
sobrevivéncia em homens e tém sido associados com a obesidade, fatores de risco
cardiovascular, sindrome metabdlica, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, entre outros
resultados que podem aumentar o risco de morte prematura (ARAUJO, 2011). De acordo com
relatos cientificos, a deficiéncia androgénica pode contribuir para o surgimento de alteragdes
no perfil glicidico e lipidico (GUAY, 2009).

Os niveis séricos de testosterona apresentam declinio gradual em homens com idade,
com estudos longitudinais que mostram declinios entre 0,4 e 2,6% ao ano (FELDMAN et al.,
2002).

As diferencas sexuais, quanto ao risco de doencas arterial coronariana, sao geralmente
atribuidas a efeitos protetores dos estrégenos e/ou pré-aterogénicos dos androgenos (GREEN
e BAIN, 1993; SULLIVAN et al., 2009).

Os homens sdo duas vezes mais propensos a morrer de doenca arterial coronariana que
as mulheres, provavelmente, porque eles ndo tém a protecdo conferida pelos horménios
estrogénios endogenos ou exogenos (NATHAN e CHAUDHURI, 1997), de outro lado,
elevados niveis de horménios andrégenos em homens sdo prejudiciais ao seu sistema
cardiovascular (SULLIVAN et al., 2009).

A inducdo de deficiéncia androgénica em homens jovens estd associada com uma
diminuicdo das taxas de oxidacdo de lipideos e um aumento da massa total de gordura
(MAURAS et al., 1998).

A relacdo com a doenca corondria aterosclerotica e hipertrofia ventricular esquerda
(HVE) foi demonstrada em diferentes estudos (KANNEL et al., 1983 e GARCIA et al., 2008)
no qual a dislipidemia esta associada com o aumento de radicais livres em modelos humanos
e animais (DAVI et al., 1997). Por outro lado, a reducdo da morbimortalidade por doencas
cardiovasculares, a interrup¢éo, a regressao e a prevencao da doenca aterosclerética e da HVE
por drogas redutoras do colesterol plasmatico, também, tem sido referida por indmeros
(GARCIA et al., 2008; BUCHWALD et al., 1990; ORNISH et al., 1990; BROWN et al.,
1990).
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No entanto, hd modelos experimentais em que a dieta hiperlipidica aumenta a
severidade da aterosclerose (ADAMS et al., 1995 e FISCHER et al., 1985), em outros
modelos, é a deficiéncia de testosterona que prejudica o metabolismo lipidico e aumenta a
aterosclerose (XU et al., 2002; NATHAN et al., 2001).

2.5 Alterac0es testiculares associadas a dietas hiperlipidicas

O estado nutricional afeta a fungdo reprodutora de mamiferos (WADE et al., 1996).
Estudos clinicos relatam que tanto individuos adultos obesos como os com baixo peso
corpéreo apresentam perturbacdes na funcdo reprodutora, 0 mesmo tendo sido verificado em
roedores (SEKINE TAKASHIBA et al., 2011).

Yang et al, (2005) induziram obesidade em ratos por dieta hipercalorica, durante seis
semanas e avaliaram o desenvolvimento testicular nestes animais. Além das taxas de
testosterona e estradiol estarem significativamente menores, a morfologia testicular
apresentou alteragdes, visto que os tubulos seminiferos ndo se encontravam bem
desenvolvidos e suas camadas celulares organizadas de forma esparsas e atipicas.

Dados indicam que a agdo principal da testosterona € reprimir a expressao génica
(SADATE-NGATCHOU et al., 2004). Dentro do testiculo, as trés principais células que
interrompem a espermatogénese sdo as células somaticas, o Leydig e Células de Sertoli e as
préprias células germinativas. Em modelos animais de exposicdo, cada um desses tipos de
células pode ser seletivamente tratado por toxicos especificos, resultando em apoptose de
celulas germinativas e falha na espermatogénese (BOEKELHEIDE, 2005).

Considerando que a populacdo de células de Sertoli € estavel, ao longo dos estagios do
ciclo, elas tém sido utilizadas numericamente como ponto de referéncia, para a quantificacdo
e correcdo de contagens de células germinativas, propiciando a base para estudos de
alteracdes no processo espermatogénico (CLERMONT et al., 1988).

Os lipideos presentes nas dietas afetam o padrdo de organizacdo da membrana
plasmatica nos diferentes tecidos, nos testiculos, altera a disponibilidade de receptores de
gonadotrofinas, que sdo hormonios proteicos, como o hormonio luteinizante (LH) e o
horménio foliculo estimulante (FSH), comprometendo, assim, a producdo de testosterona
pelas células de Leydig (intersticiais) e a espermatogénese pelas células dos tdbulos
seminiferos, respectivamente (SEBOKOVA et al., 1988).
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Sugere-se, em descobertas experimentais, a possibilidade de que AGPI (Acido graxo
poli-insaturado) pode diferencialmente, afetar as respostas celulares pelas alteragcbes na

fluidez da membrana e na caracteristica dos receptores (WATHES et al., 2007).

2.6 Estresse oxidativo

O oxigénio, no seu estado molecular (O;), € essencial para muitos processos
metabdlicos vitais (AHMAD, 1995). A formula molecular do O, admite rea¢des de oxidacdo
e reducdo, possibilitando, assim, a formacdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio
(ROS) (BARBOSA et al., 2010).

As espécies reativas de oxigénio sdo contribuintes importantes para a regulacdo da
funcdo do esperma em sentido positivo e negativo. Embora seja evidente que alguns fatores
ambientais (por exemplo, radiacdo eletromagnética de radiofrequéncia, altas concentracdes de
acidos graxos insaturados, aldeidos eletrofilicos ou produtos quimicos de ciclo redox) ou de
estilo de vida podem ignorar a biologia normal e induzir diretamente patologias espermaticas
mediadas pelo estresse oxidativo (AITKEN et al., 2004).

A reducdo tetravalente do oxigénio, catalisada pela enzima citocromo-oxidase, ao final
da cadeia transportadora de elétrons da mitocondria, gera moléculas de dgua. No entanto a
reducdo monovalente, em consequéncia de processos metabdlicos celulares normais, gera as
ROS (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005). As ROS incluem um grande ndimero de
moléculas quimicamente reativas, oriundas do oxigénio, dentre elas, o radical superoxido
(O2), o peroxido de hidrogénio (H20;) e o radical hidroxila (OH") (RILEY E BEHRMAN,
1991). Em concentracBes fisiologicas, as ROS tém funcdes bioldgicas, porém, quando
presentes em quantidades excessivas, podem induzir o estresse oxidativo (SHARMA e
AGARWAL, 1996). Este tipo de estresse se caracteriza pelo desequilibrio entre a geracdo de
compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante, alterando assim a
homeostase redox e induzindo a oxidacdo de lipideos, proteinas e DNA (BARBOSA et al.,
2010).

A resposta oxidativa depende da intensidade do estimulo, resultando em adaptacéo ou
lesdo celular. No mecanismo de adaptacdo, as celulas, para tolerar o estresse oxidativo,
sintetizam moléculas que fardo a defesa antioxidante até o restabelecimento do equilibrio. A
lesdo ocorre como resultado da alteragdo transitdria ou permanente da homeostase celular

apos estimulos, quimicos ou fisioldgicos (DROGE, 2002).



22

O estresse oxidativo desempenha papéis criticos na patogénese de vérias doengas
(BROWNLEE, 2001). Na condicdo diabética, o estresse oxidativo prejudica absor¢do de
glicose no masculo e diminui a secrecdo de insulina das células  pancreaticas (EVANS et al.,
2005). Aumento do estresse oxidativo também esté subjacente a fisiopatologia da hipertensao
e a aterosclerose (OHARA et al., 1994) afetando diretamente as células da parede vascular.

O estresse oxidativo estd intimamente ligado a outros componentes do processo
degenerativo, como a disfuncdo mitocondrial, a excitotoxicidade, a toxicidade e a inflamagéo
(JENNER, 2003).

As evidéncias sugerem que o estresse oxidante altera muitas funcdes do endotélio,
incluindo a modulagdo do ténus vasomotor. Inativacdo de 6xido nitrico (NO) por superdxido
e outras ROS parece ocorrer em condi¢cdes como hipertensdo, hipercolesterolemia, diabetes e
tabagismo. A perda de NO associados a esses fatores de risco tradicionais podem, em parte,

explicar por que eles predispdem a aterosclerose (CAl, 2000).
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Abstract
Studies of our research group showed that low-density lipoprotein receptor gene Knockout
mice developed spontaneous and moderate dyslipidemia. However, when fed fat diet, showed
severe dyslipidemia induces alterations in the structure and mechanical properties of the
femur, atherosclerosis and left ventricular hypertrophy. In the present study, we investigated
whether low-density lipoprotein receptor gene knockout could harm male reproduction and
explored the mechanisms involved. It was observed that the dyslipidemia generated by the
LDL receptor deficiency has a positive relation with an increase in the production of vascular
superoxide anions, an increase in the expression of CD40 and FasL in the testis. Gene
deletion of the LDL receptor in mice associated with a hyperlipidic diet increased systemic
and testicular damage. In conclusion, metabolic disturbances of the lipids generated by the
deletion of the low-density lipoprotein receptor gene induced testicular dysfunction by
mechanisms involving oxidative stress, inflammation and apoptosis, impairing
spermatogenesis and testicular steroidogenesis.

Keywords: FasL; CD40L, testis

Introdution

Spermatogenesis is fundamental to male fertility and involves a highly intricate process of
cellular proliferation, differentiation and apoptosis (Kanippayoor et al., 2013). A dynamic
balance between cell proliferation and apoptotic cell death determines the number of testis
cells (Russell et al., 2002). Fas receptor and Fas ligand are expressed in the testis (Guazzone
et al., 2009). Fas ligand (FasL) is a type Il membrane protein belonging to the tumor necrosis
factor (TNF) family that induces apoptosis in target cells bearing the receptor Fas (Nagata &

Golstein, 1995) and the Fas/FasL system play an important role during the induction of germ
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cell apoptosis by a number of testicular stresses and disorders (Koji & Hishikawa, 2003;
Boekelheide, 2005).
Oxidative stress is a major factor in the male infertility etiology. The increase in oxidative
stress is brought about by increased synthesis of reactive oxygen species (ROS) and/or a
failure in the defenses against the ROS. ROS are small, oxygen-based molecules that are
highly reactive because of unpaired electrons (Papa & Skulachev, 1997). The most prominent
ROS are the superoxide anion, hydrogen peroxide (H,0O;), and the hydroxyl ion. Superoxide
anions (O,) are enzymatically converted to hydrogen peroxide by a superoxide dismutase
(SOD). Hydrogen peroxide is then, disposed of the enzyme glutathione peroxidase (GSH-Px).
Catalase, on the other hand, is the major hydrogen peroxide detoxifying enzyme found
exclusively in peroxisomes (Fridlyand & Philipson, 2006).
Dyslipidemia has been associated with oxidative stress. Hypercholesterolemia induces
oxidative stress by causing a reduction in the enzymatic antioxidant defense potential of
tissues and the generation of oxygen free radicals such as superoxide anions (Libby, 2000;
Gokkusu & Mostafazadeh, 2003; Lusis et al., 2004). In addition, others studies have
suggested an association between levels of different markers of systemic oxidative stress and
the accumulation of fat (Olusi, 2002; Keaney et al., 2003). Next animal model, Krieger et al.
(2006) demonstrated increased ROS generation superoxide anions in aorta. EXxcessive
vascular reactive oxygen species (ROS) generation could mediate cellular damage, necrosis
and apoptosis via DNA, protein and lipid oxidation (Elahi et al. 2009). Mitochondria
generates ROS and damages cytoplasmic organelles and initiates an intrinsic apoptotic
cascade that results in loss of sperm motility, DNA integrity and sperm vitality (Aitken et al.,
2012).
Vascular inflammation plays a crucial role in the atherosclerosis pathogenesis and mediate

several stages of atherosclerotic plaque development, from the lipid stria formation to
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destabilization and plaque rupture that precedes clinical syndromes of cardiovascular disease
(Madamanchi et al., 2005). The inflammatory biomarkers are a valuable tool to follow the
evolution of this process, allowing measuring the effect of the various therapeutic attitudes
implemented. In this context, C-reactive protein is the most extensively studied biomarker.
Data on the association between C-reactive protein and cardiovascular risk are broadly
consistent (Silva & Lacerda, 2012). A series of studies show the CD40 role, another important
signaling molecule of the inflammatory processes involved in atherosclerosis in different
stages, comprising phases of: onset, evolution and acute complications after plague rupture.
(Henn et al., 1998; Santos, 2005).

The present study was designed to verify whether deletion of the low-density lipoprotein
(LDL) receptor gene may affect male reproduction and explored the mechanisms involved.
Material and methods

Animals

The experiments were performed on wild type (WT) mice and Knockout mice for the LDL
receptor (LdIr-/-) generated in background C57BL6, males at three months of age, weighing
22 + 2g. The animals were purchased at the Jackson Laboratory - United States of America -
and were reared at the José do Rosério Vellano University (UNIFENAS, Alfenas, MG,
Brazil), with temperature control (22 + 2) and light / dark cycle (12 h). The mice were divided
into three experimental groups: WT Group (n = 20), wild mice, which received regular chow
(Nuvital®); Group S (n = 20), Ldlr-/- mice that received regular chow (Nuvital ®); Group HL
(n = 20), LdIr-/- mice receiving hyperlipid ration with 20% total fat, 1.25% cholesterol and
0.5% cholic acid. All animals received water ad libitum and their diets for 15 days.

After 15 days of experiment, the mice remained fasted for 12 hours and then anesthetized
(xylazine / ketamine, 6/40 mg / kg, respectively; Bayer AS / Parke-Davis). Blood was

collected by retro-orbital venous plexus puncture. Part of the blood was collected in
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eppendorf with the heparin anticoagulant (Marca®) to obtain blood plasma and biochemical
analysis of lipids. The other part was used to collect blood serum for serum concentrations
analysis of C-reactive protein and testosterone.

The testicles were removed surgically. Ten testis of each group were fixed in Bouin and after
24 hours stored in alcohol 70% for histological procedures (pre-results not shown). The
epididymides of these testicles were dissected and placed on a Petri dish previously placed on
heating plate with temperature at 36°C. With the use of anatomical tweezers, the epididymides
were pressed and the semen collected. The other ten testis by group were decapsulated, snap
frozen in liquid nitrogen and stored at —70°C for immunoblot assay.

Blood analysis

Plasma was obtained by centrifugation of the blood (3000 rpm / 10 minutes) with heparin.
Enzymatic trials were used for measuring TG, TC and HDL, as described by Hedrick et al.
2001. LDL was determined by Friedewald et al. (1972).

Serum was obtained by blood samples centrifugation (3,000 rpm for 10 minutes). The
quantitative determination of the PCR serum concentration was by means of turbidimetry and
photometry (Humastar 300® apparatus) expressing the results in mg / dL (Lima et al., 2000).
The microparticle immunoenzymatic assay technique (Abbott AXSYM® system) was used
for testosterone dosing. The sensitivity of the testosterone method was 1.95 to 11.38 mg / mL.
Superoxide anion measurement in aorta

Superoxide anion levels were assessed on thoracic aortic homogenates (10 aortas) by using
lucigenin (5 umol/L) chemiluminescence, as described by Oliveira et al. (2005). Results were
expressed in cpm/10° mg protein, quantified by Bradford method.

After collection, the semen was diluted with 500 pL saline solution. From this dilution, 10 pL
were collected and transferred to lamina under coveralls preheated at 36°C for instant

spermatozoa motility and vigor analysis. Both quantitative spermatozoa motility (percentage
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of motile spermatozoa) and vigor spermatozoa motility (motility grade; from 0 to 4; Sofikitis
et al., 2008) were assessed. For the evaluation of sperm concentration (EC), the contents of
the Petri dish (500 microlitres of saline plus semen) were collected and transferred to
eppendorff with 10% formalin saline. For the spermatozoa concentration analysis, the
Neubauer chamber was used, the sperm suspension being diluted in saline formol (1:200).
One microliter of this solution was placed in Neubauer's chamber. The Neubauer chamber
was observed under an optical microscope in an increase of 50 and 200 times. For the cell
count, all cells found in the visual field were considered. Being the number of cells found,
multiplied by a hundred six (number of cells x 10°).

Immunoblot assay in Testis

CD40 and Fas-L expression was measured in whole lysates of homogenated tissue. Briefly,
the frozen testis were homogenized with a homogenizer in ice-cold lysis buffer (40 mM Tris,
120 mM NaCl, 0.1% NP40, 100 uM PMSF, 5 ng/mL leupeptin, 5 pg/mL aprotinin) and were
incubated on ice for 30 min and centrifuged at 15,000 x g for 20 min at 4°C and the
supernatant collected. Protein concentration was determined by the Bradford method using a
kit from Bio-Rad (USA) with bovine serum albumin as a standard. Total lysate was separated
on SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, and then transferred to PVDF-plus membranes
(Osmonic, USA) or polyvinylidene difluoride membranes. Nonspecific binding was blocked
with 5% non-fat milk in TTBS (20 mM Tris, 0.5 M NaCl, 0.2% Tween 20, pH 7.4) for 1.5 h
at room temperature. The membranes were incubated at 4°C, overnight with mice monoclonal
antibody against CD40 (Santa Cruz, USA) and FasL (BD Biosciences, USA), followed by
HRP-conjugated secondary antibody for 1 h. After each incubation, blots were washed with
TBS containing 0.2% Tween 20. Immunoreactive bands were visualized by an ECL detection
system (Amersham, USA).

Statistical Analysis
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The results were expressed as mean £ SEM and were compared by Analysis of Variance
(ANOVA) followed by the Tukey test, with P<0.05 indicating a statistically significant
difference.
Results
Table 1 shows lipid profile, CRP and production of superoxide anions in the aorta. In the lipid
profile analysis, plasma levels of total cholesterol were increased in the S group in relation to
the WT group, and this increase was more pronounced in the HL group. There was also an
increase in HDL, LDL and TG levels in the S group compared to the WT group, and the HL
mice showed a decrease in plasma levels of HDL and an increase in LDL and TG levels in
relation to the mice groups S and WT. A direct relationship was observed between serum C-
reactive protein levels and superoxide production in the aorta with plasma levels of total
cholesterol and triglycerides. This increase was more exacerbated in the HL group.
Table 1 - Plasma lipids, serum C-reactive protein (CRP) and superoxide anion concentration
in the aorta mice. WT: wild-type mice that receive regular chow; S: Ldlr-/- mice that receive

regular chow; HL: Ldlr-/- mice that received hyperlipid chow.

WT (n=10) S (n=10) HL (n=10)
TG (mg/dL) 88 + 5,7 123 +4,9° 158 + 6,3°
TC (mg/dL) 129 + 8,2 226 + 10,0 630 + 32,0°
LDL (mg/dL) 64+2,0° 142 + 8,6 537 +31,9°
HDL (mg/dL) A7 +1,7° 59 +2,2° 25+1,9°
PCR (mg/dL) 1,840,2% 5+0,9" 13,7+42°
Superoxide anion (cpm x

1,2+0,02° 6,7+1,3" 14,141,4°

10%/mg protein)
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Values were expressed as mean + EPM. Different letters indicate significant differences
between groups (p <0.05). TG: triglycerides. TC: total cholesterol; LDL: low-density

lipoprotein; HDL: High density lipoprotein; PCR: polymerase chain reaction.

The LdlIr-/- mice presented significant differences in the sperm parameters when compared to
the WT with a decrease in all parameters, except for the vigor of the S group (Table 2). The
percentage of motility, sperm vigor and sperm concentration were lower in the HL group than
in the S group (Table 2). Regarding the testosterone serum concentration, there were
significant differences in the three groups studied, with a decrease in the S group compared to

the WT group and a severe decrease in the HL group (Table 2).

Table 2 — Analysis of the epidemium content.

WT (n=10) S (n=10) HL (n=10)
Sperm concentration(x 10°) 152+11° 74+2° 12+4°
Motility (%) 73+6° 53+3° 30+5°
Vigor (0—4) 4,0%0,3° 3,740,3° 2,6+0,3°
Testosterone (ng/mL) 4,23+0,12° 2,99+0,21° 1,97+0,28°

Values were expressed as mean = EPM. Different letters indicate significant differences

between groups (p <0.05).

In the analysis of CD40 and FasL expression in the testis, the expression of these proteins
increased in a direct proportion with hypercholesterolemia, serum CRP levels and superoxide
anion production in the aorta (Table 1 and figure 1).

Discussion

In the present study, it was observed that dyslipidemia generated by LDL receptor deficiency

(group S) has a relationship with increased vascular oxidative stress, inflammation, apoptosis
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and impairment of the endocrine and exocrine functions of the testis. The dyslipidemia
generated by the association between the hyperlipid diet and the deletion of the LDL receptor
gene (HL group) exacerbated the systemic and testicular damages.

The results were similar to those ones of the present study (Santos et al., 2011; Soares et al.,
2012) LDLr - mice fed with a standard diet showed moderate spontaneous dyslipidemia when
compared to WT mice, but with an increase in serum HDL levels. This dyslipidemia was
accompanied by a moderate increase in oxidative stress and cardiovascular inflammation.

Hypercholesterolemia induces oxidative stress by causing a reduction in the enzymatic
antioxidante defense potential of tissues and the generation of oxygen free radicals such as

superoxide anions (Libby, 2000; Gokkusu & Mostafazadeh, 2003; Lusis et al., 2004).
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Figure 1- Western blot analysis of CD40 (A) expression and FasL protein expression in the
testis (B). Values were expressed as mean = SEM. n = 10/ group. Different letters indicate

significant differences between groups (p <0.05).

Oliveira et al. (2005) showed that Ldlr-/- mice showed a significantly increased total lipid,
cholesterol and triglyceride synthesis, necessarily consuming more hepatic NADPH in
relation to wild mice. The decrease of mitochondrial NADPH in these animals promoted an

oxidative stress condition due to a reduction of the mitochondrial enzymatic antioxidant
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system. This study also showed that the mitochondria of these animals produce more reactive
species of oxygen and higher oxidized state of mitochondrial NADP. As a result of these
metabolic events, peroxidation reactions are accelerated, leading to cellular injury (Lusis et
al., 2004; Shah, 2008).

Ishibashi et al. (1993) demonstrated that Ldlr-/- mice are fertile; however, Guo et al. (2015)
showed that these mice females have their fertility affected. In the present study, oxidative
stress characterized by increased production of superoxide anion in the aorta, associated with
dyslipidemia generated by the deletion of the LDL receptor gene, induced systemic and
testicular inflammation characterized by the increase of serum CRP in the protein expression
of CD40 in the testis. Previous studies have shown that oxidative stress is implicated in up-
regulation of CD40L (Schodnbeck et al., 2002; Li et al., 2003; Garcia & Incerpi, 2008). CD40
engagement by CD40L leads to protein expression involved in inflammation, including
substances secretion related to signaling, like cytokines and ROS (Schoenbeck & Libby,
2001). Activation of CDA40 is associated with a broad range of biological effects depending
on the cell type and nature of the stimulus (Van Kooten & Banchereau, 1997). For example,
CD40 on antigen-presenting cells provides a vital signal for T cell activation and
proliferation, whereas activation of CD40 on endothelium results in a proinflammatory signal
that leads to chemokine secretion and increased adhesion molecule expression (Henn et al.,
1998).

Increased testicular apoptosis in the S group in this study was characterized by increased
protein expression of FasL. Studies have shown that increased oxidative stress induces FasL
expression in the mice testicles (Assis et al., 2013) suggesting that oxidative stress is involved
in the FasL mediated apoptotic mechanism of Fas-bearing target cells. Afford et al. (2001)
suggests that the mechanism can be more complex, involving cooperation between Fas and

another member of the TNF receptor superfamily, CD40. Therefore, we believe that the
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testicular apoptosis observed in the S group mice was caused by vascular oxidative stress and
inflammation, leading to testicular changes.

In this study, exocrine and endocrine changes in the S group mice in contrast to the WT mice,
due to the oxidative stress generated by genetic dyslipidemia, were characterized by the lower
concentration and motility of spermatozoa, in addition to the lower serum level of
testosterone. Since both spermatogenesis (Peltola et al., 1994) and Leydig cell steroidogenesis
(Quinn & Payne 1984; Chen et al., 2005) are vulnerable to oxidative stress, the low oxygen
tension that characterizes this tissue may be an important component of the mechanisms by
which the testis protects itself from free radical mediated damage. Increased oxidative stress
in the S group mice induced testicular apoptosis via Fas / fasL.

In the testicle, the Fas/FasL system is an important system in the germ cell apoptosis
induction by a number of testicular stresses and disorders, including ischemia-reperfusion
(Assis et al., 2013). Injection of testosterone undecanoate (Zhou et al., 2001), elevated
testicular temperature, orchitis (Theas et al., 2006), androgen deprivation (Sofikitis et al.,
2008), exposed to high levels of bisphenyl, all of which can disrupt steroidogenesis and
spermatogenesis.

Our results showed that Ldlr-/- mice fed with a hyperlipid diet (HL group) developed a
significant increase in oxidative stress caused by severe dyslipidemia, which has a marked
decline in plasma levels of HDLc when compared to animals in the S group. HDLc plays an
important role as a protective molecule against inflammation and oxidative stress (Barter et
al., 2004; Garcia et al., 2011). With the plasma decrease of the HDLc molecule and
consequently its protective role, the testicular damage caused by oxidative stress and
inflammation were exacerbated, as verified by parameters related to the endocrine and
exocrine functioning of the testis. The role of the HDLc molecule as a testicular protector

against damage is widely accepted in the literature and its positive correlation with sperm
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density and viability is well documented (Padron et al., 1989). This would explain why the
testicular damage in the S group animals in our study was much lower than in the HL group.
In conclusion, metabolic disturbances of the lipids generated by the deletion of the low-
density lipoprotein receptor gene induced testicular dysfunction by mechanisms involving
oxidative stress, inflammation and apoptosis, impairing spermatogenesis and testicular
steroidogenesis. In addition, the hyperlipid diet intensified the changes seen in the animal

with deletion of the LDL receptor.
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Resumo
Fundamento: Estudos relacionam a diminuicdo da testosterona plasmatica de HDL a sindrome
metabdlica, diabetes e hipertrofia cardiaca. Além disso, a testosterona enddgena reduzida
aumenta os fatores de riscos cardiovasculares. Objetivos: Avaliar a influéncia da testosterona
exogena na dislipidemia e na HVE de camundongos Ldlr-/-. Métodos: Os animais foram
divididos em quatro grupos (n=10): S - alimentados com dieta padrdo (Nuvital®) para
roedores; ST - alimentados com dieta padrdo para roedores e receberam testosterona
(Durasteston® 10mg/kg / semana, via IM); HL - alimentados com dieta hiperlipidica (20% de
gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% de &cido colico) e HLT - alimentados com dieta
hiperlipidica e receberam testosterona (Durasteston® 10mg/kg / semana, via IM). Resultados:
Na andlise do perfil lipidico, 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 diametro
dos cardiomidcitos, contudo, ndo apresentaram aumento no depdsito de colageno quando
comparados com os camundongos HL. A testosterona preveniu parcialmente o aumento da
area imunorreativa para o CD40L (HLT vs HL). A testosterona no grupo HLT preveniu o
aumento dos anions superédxidos na aorta e do indice de Homa (Homair), quando comparados
aos camundongos do grupo HL, com reducdo dos niveis plasmaticos de insulina, sem alterar a
glicemia. Em concluséo, a testosterona tem um efeito metabdlico e cardiaco benéfico em
individuos dislipidémicos e uma atencdo quanto aos seus niveis é necessaria em pacientes
cardiopatas e com diabetes mellitus tipo 2.

Palavras-chave: Perfil lipidico, coragéo, resisténcia insulinica e estresse oxidativo.
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Introducéo

A dislipidemia é um distdrbio nas concentracfes do colesterol total, das suas fracGes e dos
triglicérides, assim como reducdes nos niveis de colesterol HDL.>? A dislipidemia esta
associada a trilogia composta por processo inflamatério, disfuncdo do endotélio® e estresse
oxidativo®. Os individuos com dislipidemia tém um risco aumentado de desenvolver diabetes
mellitus tipo 2.2 A resisténcia & insulina tem sido associada a niveis baixos de HDL e
hipertrigliceridemia, de modo que esses dois marcadores lipidicos plasmaticos relacionados
s30 caracteristicas da sindrome metabdlica, diabetes® e hipertrofia cardiaca.®’

Estudos mostraram que camundongos dislipidémicos (Ldir-/-), alimentados com dieta
hiperlipidica por 15 dias, apresentaram aterosclerose, aumento de 4,7 e 1,2 vezes nas
concentracdes 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 relacdo aos
camundongos Ldlr-/- alimentados com dieta padrdo.>™® Além disso, apresentaram reducéo
severa do HDLc e aumento do processo inflamatério cardiaco marcado pelo aumento na area
imunorreativa para CD40L.*°

Um estudo mostrou a associacdo entre niveis baixos de testosterona em homens, obesidade,
sindrome metabélica'’ e diabetes mellitus tipo 2.1*™* A testosterona enddégena reduzida

correlaciona negativamente com os niveis de colesterol total e LDL colesterol**

0 que
aumenta os fatores de riscos cardiovasculares.”> Além disso, homens com hipogonadismo
aumentam a chance de ter hipercolesterolemia’®.  Alguns autores’ sugeriram que a
testosterona diminui os niveis de HDL por intensificar o transporte reverso do colesterol,

permitindo assim que o HDL remova o excesso de colesterol da parede arterial facilitando o

transporte para o figado para eliminagéo, o que leva a um aumento do catabolismo. Contudo,
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o estudo de Saad™® demostrou correlacdo positiva entre os niveis de testosterona e de HDL
colesterol em estudos transversais de homens saudaveis e aqueles com diabete mellitus tipo 2.
O presente estudo foi designado para avaliar a influéncia da testosterona exodgena na

dislipidemia e na hipertrofia ventricular esquerda de camundongos dislipidémicos.

Material e Métodos

Foram utilizados camundongos homozigotos para a auséncia (knockout) do gene receptor de
LDL (LdlIr-/-), gerado a partir do background C57BL6, machos com 3 meses de idade e peso
de 21 £ 3 gramas. Os camundongos foram provenientes do biotério da Universidade José do
Rosario Vellano (Alfenas, MG, Brasil) Todos os animais foram mantidos em condigdes
controladas de temperatura (22 + 1°C) e ciclo claro/escuro (12 horas) e foram submetidos ao
protocolo experimental por 60 dias. O uso de animais e o protocolo experimental foram
encaminhados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) IFSULDEMINAS -
Parecer N°: 05A/ 2014.

Os camundongos Ldlr-/- foram divididos em quatro grupos (n=10):

° S: animais alimentados com dieta padréo (Nuvital®) para roedores e sem aplicacéo de
testosterona.
° ST: animais alimentados com dieta padrédo (Nuvital®) para roedores e com aplicacao

de testosterona.

° HL: animais alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura total, 1,25% de
colesterol e 0,5% de &cido colico) e sem aplicacdo de testosterona.

° HLT: animais alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura total, 1,25% de
colesterol e 0,5% de &cido colico) e com aplicacdo de testosterona.

O grupo de camundongos tratados com testosterona, receberam Durasteston®

10mg/kg/semana, via intramuscular (principio ativo: propionato de testosterona 30mg;
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fempropionato de testosterona 60mg; isocaproato de testosterona 60 mg; decanoato de
testosterona 100mg).

Apds 60 dias de experimento, todos os camundongos permaneceram por 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 90 mg/Kg, respectivamente. Apos o
experimento, o0 sangue foi coletado por puncdo do plexo venoso retro-orbital para as
determinac0es séricas de glicose, insulina, triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL.
Apds a toracotomia, a aorta tordcica e o coracdo foram removidos. Os niveis de anion
superéxido foram avaliados em homogenados de aorta toracica utilizando-se
quimioluminescéncia de lucigenina (5 mmol / L), conforme descrito por Laurindo et al.*. Os
resultados sdo relatados como contagens por minuto (cpm) / mg de proteina, quantificadas
pelo método de Bradford. Os éatrios e a parede do ventriculo direito foram descartados e o
ventriculo esquerdo pesado para calcular a razdo peso ventricular (mg)/peso do camundongo
(9), para determinar a hipertrofia ventricular. Apds a pesagem os ventriculos esquerdos foram
para a analise histolégica.

A determinacdo da concentracdo de glicose circulante foi realizada pelo método enzimético
colorimétrico, utilizando o kit glicose PAP Liquiform da Labtest Diagnéstica®*:. 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 enzimatico, conforme kit colesterol Liquiform

da Labtest, utilizando-se associacao da reacdo de oxidacdo catalisada pela colesterol oxidase,
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ap6s hidrolise dos ésteres de colesterol, com leitura de absorbancia em 500 nm?. As amostras
foram preparadas de acordo com as instrucdes do fabricante do kit, e ap6s 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 colesterol HDL
no sobrenadante apés centrifugacdo. *+%

Os valores das concentracGes do colesterol VLDL foram obtidos pela divisdo dos valores de
triglicérides por 5 e os valores do colesterol LDL pela subtracdo de colesterol HDL e VLDL
do colesterol total. >

Os ventriculos esquerdos destinados para a analise histoldgica foram fixados por 24 horas em
formalina a 10%. Em seguida, foram incluidos em parafina para cortes histolégicos de quatro
micrometros de espessura.?*

Cortes histologicos foram corados com picrosirius red e com hematoxilina/ eosina para
andlise quantitativa do colageno, analise morfométrica dos cardiomidcitos e area da placa de
ateroma. Foram obtidas quatro fotomicrografias (200x), a partir de um mesmo ponto pré-
fixado dos cortes transversais do ventriculo de cada camundongo, utilizando-se a cadmera
digital acoplada ao programa Leica IM50 (versdo 1.20). Foram medidos os didametros de 8 a
12 cardiomiocitos de cada corte histologicos, totalizando 8 cortes histoldgicos em cada
animal.

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

Os cortes histologicos para imunoistoquimica dos ventriculos foram tratados com peroxido de

hidrogénio a 3% para bloquear a atividade da peroxidase endogena. Foi feito o bloqueio dos
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sitios inespecificos com leite desnatado 2% diluido em PBS (phosphate-buffered saline) 10
Mm pH 7,4. As laminas foram incubadas por 12 horas com anticorpo policlonal produzido em
coelho anti-CD40L (Santa Cruz® 1:50) em camara umida. Apds a incubagdo com o anticorpo
primario, foi feita a incubacdo com anticorpo secundario biotinilado (kit Dako® LSAB+),
durante uma hora a 37 °C. Para evidenciar as areas imunorreativas, os cortes foram incubados
com o complexo conjugado com peroxidase (Dako® LSAB+), durante 45 minutos a 37 °C e
colocados em solucdo de cromogeno (50 mg de DAB em 50 ml de PBS com 3 ml de agua
oxigenada 10%) por trés minutos. Apds contracoloracdo com hematoxilina de Harris
(Sigma®) por 25 segundos, as laminas foram montadas e analisadas em microscépio dptico.
As fotomicrografias foram analisadas pelo software LGMC-image versdo 1.0 e as
porcentagens fracionais da area imunorreativa para o CD40L do miocardio foram
adquiridas.® Todas as anélises histolégicas deste estudo foram executadas por um dnico
examinador, utilizando o método duplo cego.
As determinacdes séricas foram expressas como média + erro padrdo da media (EPM). A
analise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey, foi utilizada para comparar as
médias entre diferentes grupos. As diferencas foram consideradas significativas quando o

valor de p<0,05.

Resultados
Durante 0 experimento, observou-se que todos os camundongos ganharam peso e
consumiram alimentos solidos (ingestdo meédia 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, ndo apresentando diferencas quanto a ingestdo de agua
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e racdo (solidos) entre os grupos estudados. Quanto ao peso dos animais (em gramas= g), 0S
camundongos dos grupos que receberam administracdo de testosterona (ST e HLT) ganharam
mais peso que os demais grupos 24,8+0,4 e 27,1+0,4, respectivamente. Contudo, 0s
camundongos do grupo HL ganharam mais peso que os animais do grupo S 26,9+0,5 e
22,5+0,4 respectivamente.

Na analise 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, os camundongos dos grupos HLT ndo apresentaram reducdo nos niveis séricos
de HDLc quando comparados com os camundongos do grupo HL. Os camundongos do grupo
S e ST nédo apresentaram reducdo dos niveis séricos de HDLc em relacdo aos demais grupos
estudados (tabela 1).
Tabela 1 - Efeitos dos tratamentos com testosterona nos triglicerideos séricos, fraces de

colesterol, glicose, insulina e Homa-ir em camundongos LDLr -/- alimentados com dieta
padrdo e hiperlipidica.

S ST HL HLT
TC (mg/dL) 260+11 244+7°¢ 8842430 830+17%°
LDLc (mg/dL) 171+10 159+6,4 ¢ 813+24,9*° 746+1%°
VLDLc (mg/dL) 29+1,8 28+1,1°¢ 48+3,1%° 46+2,9%°
HDLc (mg/dL) 59+1,8 58+1,1%¢ 2241,1204 38+1,420¢
TG (mg/dL) 145+8,8 1374614 24241550 229+14,43°
Glucose (mmol/L) 5,5+0,2 5,4+0,3%¢ 5,6+0,1 5,6+0,2
Insulin (mMU/mL) 2,6+0,1 2,7+0,3%¢ 5,7+0,8*>4 3,9+0,5P¢
Homa-ir 0,7 £ 0,06 0,7 £0,05°¢ 1,4 £ 0,20*¢ 1,0 £ 0,022P¢

Values are expressed as mean+SEM. S: control group; ST: standard diet-fed group treated with testosterone; HL:
hyperlipidic diet-fed group; HLT: hyperlipidic diet-fed group treated with testosterone; TC: total cholesterol;
TG: triacylglycerol. n=7 in each group. a P<0.05 vs S; b P<0.05 vs ST; ¢ P<0.05 vs HL; d P<0.05 vs HLT.
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Na avaliacdo dos parametros morfologicos e morfométricos do ventriculo esquerdo os
camundongos do grupo HL apresentaram HVE com aumento em todos os parametros
morfologicos e morfométricos estudados, assim como a expressdo do CD40L, quando
comparados aos camundongos do grupo S. Os camundongos que receberam testosterona (ST
e HLT) também apresentaram hipertrofia ventricular esquerda (HVE), porém, esta foi
caracterizada pelo aumento do didametro dos cardiomidcitos (Figura 1 e tabela 2), contudo,
ndo apresentaram aumento no deposito de colageno quando comparados com 0S

camundongos do grupo HL (tabela 2). A testosterona preveniu o aumento da area

imunorreativa para 0 CD40L no grupo HLT.

Figura 1 - Corte histolégico do ventriculo esquerdo de camundongos: no painel superior (coloragdo HE),
mostrando a diferenca entre os didmetros dos cardiomidcitos; no painel inferior (coloragdo picrosirius red,
mostrando dep6sito de colageno em vermelho no meio intersticial do tecido muscular cardiaco. S: animais
alimentados com dieta padrdo (Nuvital®) para roedores e sem aplicagdo de testosterona. ST: animais
alimentados com dieta padrdo (Nuvital®) para roedores e com aplicagdo de testosterona. HL: animais
alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% de &cido colico) e sem
aplicacdo de testosterona. HLT: animais alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura total, 1,25% de
colesterol e 0,5% de &cido cdlico) e com aplicacdo de testosterona.

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).
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A administracao de testosterona nos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (grupo
HLT) preveniu o aumento dos niveis plasmaticos de insulina econsequentemente do indice de
Homa (Homa;;), sem alterar, contudo, a glicemia (tabela 1) e reducdo da producao de anions
superdxidos (tabela 2). Os camundongos do grupo ST ndo apresentaram diferencas entre 0s
niveis plasmaticos de glicose, insulina, HOMA,, (tabela 1) e anions superoxidos quando

comparados com os do grupo S ( tabela 2).

Tabela 2 - Pardmetros da aorta e do ventriculo esquerdo (VE)

S ST HL HLT
Aorta
Superoxide anion (cpm x 10%mg 6.7+1.3 6.1+1.1 14.1+1,4%04 6.9+1.5
protein)
LV
Cardiomyocytes diameter (um) 19+0,5 24+0,72¢ 25+0,5° 27+0,6%°
Collagen (%) 5,2+0,3 5,640,3° 10,3+0,5*"¢ 6,6+0,3°
LV weight (mg)/body weight (g) 3,5+0,08 4,040,074 4,5+0,04%° 4,6+0,06%°
CD40L (%) 32+03 3,1+0,3% 7,9 £0,3*°4 5,1+ 0,2%¢

Values are expressed as mean+SEM. S: control group; ST: standard diet-fed group treated with testosterone; HL: hyperlipidic diet-fed group; HLT:
hyperlipidic diet-fed group treated with testosterone. n=7 in each group. a P<0.05 vs S; b P<0.05 vs ST; ¢ P<0.05 vs HL; d P<0.05 vs HLT.

Discussdo
No presente estudo, observou que camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica
(grupo HL) apresentaram uma dislipidemia mista severa com aumento do CT e TG e declinio
acentuado nos niveis plasmaticos de HDL. Essa dislipidemia esta associada a aumentos no
estresse oxidativo da aorta e processo inflamatério cardiaco quando comparados com animais
do grupo S. O HDL possui um importante papel como molécula protetora contra inflamacéo e

estresse oxidativo.’%?® Acreditamos que a diminuicdo plasmética de HDL associada ao
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estresse oxidativo (caracterizado pelo aumento do superdxido) e ao processo inflamatério
(caracterizado pelo aumento na expressao de CD40L) leva a diminui¢do da biodisponibilidade
do oOxido nitrico, com consequente desenvolvimento de hipertrofia ventricular esquerda nos
camundongos HL. Além disso, a resisténcia insulinica, associada a hiperinsulinemia,
decorrente dos distirbios metabélicos dos lipideos®” colabora para a ativacdo de vias
hipertréficas ventriculares, o que também pode explicar as alteragdes dos camundongos HL
observadas neste estudo.

A administracdo de testosterona nos camundongos do grupo ST induziu a HVE representada
por aumento de didmetros de cardiomidcitos, com provavel efeito deste horménio em seus
receptores especificos, sem interferir no depdsito de colageno, quando comparados com o
grupo S. Esta hipertrofia de cardiomiocitos também foi observada em culturas de midcitos
tratados com testosterona mediada por um receptor especifico de andrégeno.”® Estudo de
Barquilha®® também mostraram que a testosterona pode modificar a atividade (PPARs)
receptor ativado por proliferador de peroxissoma, causando a hipertrofia de cardiomiécitos.
Os camundongos HLT que tiveram a testosterona associada a dislipidemia, também
apresentaram hipertrofia ventricular esquerda, porém, com menor depdsito de colageno e
prevencdo parcial na diminuicdo dos niveis de HDL, quando comparados com o grupo HL.
Autores®* demonstraram aumento dos niveis de HDL apds injecdes endovenosa de
testosterona, e Nordoy®' mostrou que ha uma associagdo 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 inflamatorio, o estresse oxidativo e melhorou a
resisténcia insulinica, prevenindo parcialmente o aumento dos niveis sericos da insulina. A
terapia de reposicdo de melhora o modelo homeostatico de resisténcia a insulina e
hemoglobina Alc em diabéticos.®* Acreditamos que a fibrose observada na hipertrofia no

grupo HL tenha relacdo com a hiperinsulinemia e, portanto, tem caracteristicas diferentes da



59
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 nao 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. Esse resultado no
nosso estudo corroboram com a metanalise de Ding®®, que verificou que homens com maiores
niveis de testosterona tinham um risco 42% menor de diabetes melito tipo 2 e prevencéo
parcial da hiperinsulinemia, do processo inflamatorio cardiaco, da resisténcia insulinica, além
de prevencdo total do estresso oxidativo da aorta. Portanto, a obesidade estd frequentemente
associada a hiperlipidemia e diabetes mellitus tipo 2 (DM2), duas condi¢Bes intimamente
relacionadas a doencas cardiovasculares®®, merecem uma atencdo quanto aos niveis de
testosterona dos seus pacientes.

Niveis baixos de testosterona enddgena biodisponivel demonstraram estar associados a taxas
mais elevadas de mortalidade, todas relacionadas a causas cardiovasculares.®® S&*
demonstrou que a testosterona enddgena exerce um efeito neutro e/ou benéfico no sistema
cardiovascular (SCV) masculino. J& Whitsel®, demonstrou que a administracdo de
testosterona exdgena (intramuscular) esteve relacionada a reducgéo dos valores do HDL, o que
contrapde os achados no nosso estudo (grupo HLT). No estudo de Haring®’, as baixas
concentracdes totais de testosterona estdo prospectivamente associadas a um perfil lipidico
adverso e aumento do risco de dislipidemia incidente. Essas descobertas sdo particularmente
interessantes e podem contribuir para explicar o maior risco de doenca cardiovascular em

homens com menores concentragdes totais de testosterona.®
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Vaérios estudos demonstraram que a HVE aumenta o risco de doenca cardiaca coronéria
(reducéo da reserva de fluxo coronario), insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular
cerebral, isquemia cerebral transitéria, mortalidade total e morte stbita.>® A dieta hiperlipidica
pode levar a obesidade, por sua vez estd associada com o aumento da mortalidade
cardiovascular. O perfil hemodindmico do paciente hipertenso obeso é o de expansdo de
volume de sangue e aumento da pré-carga e da massa ventricular esquerda. O aspecto
anatdmico predominante mais frequente, nessa situacao, é o de hipertrofia ventricular do tipo
excéntrico.*’
O CD40L é uma proteina transmembrana que exerce um efeito pré-oxidante e, no miocardio
dos camundongos dos grupos HL e HLT, foram encontrados niveis maiores que nos grupos S
e ST. A sua interacdo com seu receptor CD40 inicia a resposta inflamatdria, que induz a
resisténcia insulinica, favorecendo a sindrome coronariana aguda*, a ativacdo da via
NFkappa b7 e a fosforilacdo do (IKK) inibidor Kappa b quinase, ativando genes envolvidos
na inflamac#o e na hipertrofia cardiaca.*?
O estudo de Christison*® 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 peroxidagédo
lipidica da molécula de HDL e, consequentemente, a sua remocao hepatica, com diminui¢éo
dos niveis plasméaticos do HDL e da sua funcdo cardiovascular protetora antioxidante e anti-
inflamatdria, 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 s&o
menores no grupo HL, comparados ao grupo HLT, sugerindo um efeito terapéutico benéfico

da testosterona exogena, associada a uma dieta hiperlipidica.
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Em conclusdo, a testosterona exdgena teve um efeito metabolico e cardiaco benéfico nos
camundongos dislipidémicos. Mais investigacGes nesse sentido, e também das vias pelas
quais as alteracbes fenotipicas mediadas pela testosterona acontecem, necessitam serem

implementadas.

Agradecimentos
A Universidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS) — Alfenas, MG.

Ao Instituto Federal do Sul de Minas Gerais — Campus Machado. Machado, MG.



Referéncias

1. Fagherazzi S, Dias R da L, Bortolon F. Impacto do exercicio fisico isolado e combinado
com dieta sobre os niveis séricos de HDL, LDL, colesterol total e triglicerideos. Rev Bras
Med Esporte. 2008; 14(4): 381-6.

2. Li, H, Gan W, Lu L, Dong X, Han X, Hu C, et al. A genome-wide association
study identifies GRK5 and RASGRP1 as type 2 diabetes loci in Chinese
Hans. Diabetes. 2013; 62(1): 291-8.

3. Araljo AB, Dixon JM, Suarez EA, Murad MH, Guey LT, Witter GA. Endogenous
testosterone and mortality in men: a systematic review and meta-analysis. J Clin
Endocrinol Metab. 2011; 96(10): 3007-19.

4. Haring R, Baumeister SE, Volzke H, Dorr M, Felix SB, Kroemer HK, et al.
Prospective association of low total testosterone concentrations with an adverse
lipid profile and increased incident dyslipidemia. Eur J Cardiovasc Prev Rehabil.
2011; 18(1): 86-96.

5. Dhindsa S, Prabhakar S, Sethi M, Bandyopadhyay A, Chaudhuri A, Dandona P.
Frequent occurrence of hypogonadotropic hypogonadism in type 2 diabetes. J
Clin Endocrinol Metab. 2004; 89(11): 5462-8.

6. Genda S, Miura T, Miki T, Ichikawa Y, Shimamoto K. K(ATP) channel opening is
an endogenous mechanism of protection against the no-reflow phenomenon but

its function is compromised by hypercholesterolemia. J Am Coll Cardiol.

2002; 40(7): 1339-46.

7. Lee, T.-M., Lin MS, Chou TF, Tsai CH, Chang NC. Effect of pravastatin on left
ventricular mass by activation of myocardial K ATP channels in
hypercholesterolemic rabbits. Atherosclerosis. 2004; 176(2): 273-78.

8. Krieger MH, Santos KF, Shishido SM, Wanschel AC, Estrela HF, Santos L, et al.
Antiatherogenic effects of S-nitroso-N-acetylcysteine in hypercholesterolemic
LDL receptor knockout mice. Nitric Oxide. 2006; 14(1): 12-20.

9. Garcia JAD, Incerpi EK. Fatores e mecanismos envolvidos na hipertrofia
ventricular esquerda e o papel anti-hipertréfico do 6xido nitrico. Arg Bras Cardiol.
2008; 90(6): 443-50.



10. Garcia JAD, Lima CC, Messora LB, Cruz AF, Marques AP, Siméo TP, et al.
Efeito anti-inflamatdrio da lipoproteina de alta densidade no sistema
cardiovascular de camundongos hiperlipidémicos. Rev Port Cardiol.

2011; 30(10): 763-9.

11. Wang C, Jackson G, Jones TH, Matsumoto AM, Nehra A, Perelman MA, et al.
Low testosterone associated with obesity and the metabolic syndrome

contributes to sexual dysfunction and cardiovascular disease risk in men with

type 2 diabetes. Diabetes Care. 2011; 34(7): 1669-75.

12. Kapoor D, Goodwin E, Channer KS, Jones TH. Testosterone replacement
therapy improves insulin resistance, glycaemic control, visceral adiposity and
hypercholesterolaemia in hypogonadal men with type 2 diabetes. Eur J
Endocrinol. 2006; 154(6): 899-906.

13. Ding EL, Song Y, Malik VS, Liu S. Sex differences of endogenous sex hormones
and risk of type 2 diabetes: a systematic review and meta-analysis. Jama. 2006; 295(11):
1288-99.

14. Barud W, Palusinsk R, Beltowski J, Wdjcicka G. Inverse relationship between
total testosterone and anti-oxidized low density lipoprotein antibody levels in
ageing males. Atherosclerosis. 2002; 164(2): 283-8.

15. Simon A, Chironi G, Levenson J. Performance of subclinical arterial disease
detection as a screening test for coronary heart disease. Hypertension. 2006; 48(3): 392-6.

16. Isidori AM, Giannetta E, Greco EA, Gianfrilli D, Bonifacio V, Isidori A, et al.
Effects of testosterone on body composition, bone metabolism and serum lipid
profile in middle-aged men: a meta-analysis. Clin Endocrinol. 2005; 63(3): 280-93.

17. Langer C, Gansz B, Goepfert C, Engel T, Uehara Y, von Dehn G, et al.
Testosterone up-regulates scavenger receptor Bl and stimulates cholesterol
efflux from macrophages. Biochem Biophys Res Commun. 2002; 296(5): 1051-7.

18. Saad F. O papel da testosterona no diabetes melito tipo 2 e sindrome
metabolica em homens. Arg Bras Endocrinol Metab. 2009; 53(8): 901-7.

19. Laurindo FRM, Souza HP, Pedro MP, Janiszewski M. Redox aspects of vascular
response to injury. Methods Enzymol. 2002; 352: 432-54.

63



64

20. Trinder P. Determination of glucose in blood using glucose oxidase with an
alternative oxygen acceptor. Ann Clin Biochem. 1969; 6(1): 24-7.

21. Sacks DA. On methods and materials. Diabetes Care 2002; 25(5): 939-40.

22. Warnick GR, Nauck M, Rifai N. Evolution of methods for measurement of HDL-
cholesterol: from ultracentrifugation to homogeneous assays. Clin Chem. 2001; 47(9): 1579-
96.

23. Friedewald WT, Levy RI, Fredrickson DS. Estimation of the concentration of low-
density lipoprotein cholesterol in plasma, without use of the preparative
ultracentrifuge. Clin Chem. 1972; 18(6): 499-502.

24. Junqueira LCU, Carneiro J. Histologia basica. 11. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan; 2004.

25. Armstrong AT, Binkley PF, Baker PB, Myerowitz PD, Leier CV. Quantitative
investigation of cardiomyocyte hypertrophy and myocardial fi brosis over 6 years
after cardiac transplantation. J Am Coll Cardiol. 1998; 32(3): 704-10.

26. Barter PJ, Nicholls S, Rye KA, Anantharamaiah GM, Navab M, Fogelman AM.
Antiinflammatory properties of HDL. Circ Res. 2004; 95(8): 764-72.

27. Okoshi K, Guimarées JFC, Di Muzio BP, Fernandes AAH, Okoshi MP. Diabetic
cardiomyopathy. Arq Bras Endocrinol Metab. 2007; 51(2): 160-7.

28. Bellomo D, Headrick JP, Silins GU, Paterson CA, Thomas PS, Gartside M, et al.
Mice lacking the vascular endothelial growth factor-B gene (Vegfb) have smaller
hearts, dysfunctional coronary vasculature, and impaired recovery from cardiac
ischemia. Circ Res. 2000; 86(2): e29-e35.

29. Barquilha G. Uma analise da incidéncia de efeitos colaterais em usuarios de
esteroides anabolizantes praticantes de musculacéo da cidade de Bauru.
RBPFEX. 2011; 3(14): 146-53.

30. Shapiro J, Christiana J, Frishman WH. Testosterone and other anabolic steroids
as cardiovascular drugs. Am J Ther. 1999; 6(3): 167-74.

31. Nordoy A, Aakvaag A, Thelle D. Sex hormones and high density lipoproteins in
healthy males. Atherosclerosis. 1979; 34(4): 431-6.



65

32. Corona G, Monami M, Rastrelli G, Aversa A, Sforza A, Lenzi A, et al. Type 2
diabetes mellitus and testosterone: a meta-analysis study. Int J Androl. 2011; 34(6): 528-40.

33. Stunkard AJ. Factores determinantes de la obesidad: opinidn actual. In: Pefia
M, Bacallao J, editores. La obesidad en la pobreza: un nuevo reto para la salud
publica. Washington: OPAS; 2000. p. 27-32.

34. Menke A, Guallar E, Rohrmann S, Nelson WG, Rifai N, Kanarek N, et al. Sex
steroid hormone concentrations and risk of death in US men. Am J Epidemiol.
2010; 171(5): 583-92.

35. S4 EQC de, S& FCF de, Guedes AD, Verreschi IT do N. Testosterona sérica e
doenca cardiovascular em homens. Arq Bras Endocrinol Metab. 2009; 53(8): 915-
22.

36. Whitsel EA, Boyko EJ, Matsumoto AM, Anawalt BD, Siscovick DS.
Intramuscular testosterone esters and plasma lipids in hypogonadal men: a
meta-analysis. Am J Med. 2001; 111(4): 261-9.

37. Haring, R, Vo6lzke H, Spielhagen C, Nauck M, Wallaschofski H. The role of sex
hormone-binding globulin and testosterone in the risk of incident metabolic
syndrome. Eur J Prev Cardiol. 2013; 20(6): 1061-8.

38. Malkin CJ, Pugh PJ, Morris PD, Asif S, Jones TH, Channer KS. Low serum
testosterone and increased mortality in men with coronary heart disease. Heart. 2010;
96(22): 1821-5.

39. Liebson E. Anosognosia and mania associated with right thalamic haemorrhage.
J Nerol Neurosurg Psychiatry. 2000; 68(1): 107-8.

40. Samesina N, Amodeo C. Hipertrofia ventricular esquerda. Rev Bras Hipert.
2001; 8(2): 316-20.

41. Vishnevetsky D, Kiyanista VA, Gandhi PJ. CD40 ligand: a novel target in the
fight against cardiovascular disease. Ann Pharmacother. 2004; 38(9): 1500-8.

42. Vellaichamy E, Sommana NK, Pandey KN. Reduced GMP signaling activates
NF-kB in hypertrophied hearts of mice lacking natriuretic peptide receptor-
A. Biochem Biophys Res Commun. 2005; 327(1): 106-11.



66

43. Christison J, Karjalainen A, Brauman J, Bygrave F, Stocker R. Rapid reduction
and removal of HDL-but not LDL-associated cholesteryl ester hydroperoxides byrat liver
perfused in situ. Biochem J. 1996; 314(3): 739-42.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A dieta hiperlipidica intensifica as disfun¢@es morfofuncionais testiculares e cardiacas
observadas nos animais com delecdo do receptor de LDL e induz estresse oxidativo,
inflamacéo e apoptose, prejudicando a espermatogénese e a esteroidogénese testicular. A

testosterona teve efeito protetor cardiaco nesses animais dislipidémicos.



