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LISTA DE ABREVIATURAS

AN - Androgenol

ApolP - apolipoproteina

CE - colester] éster

CETP - proteina de {ransferéncia de colesteril éster, “cholesteryl ester
transfer protein”

CL - cotesterol livre (nfo esterificado)

COL - colesterol

DT - Durateston

EDTA - acido etilenodiaminotetracético

FPLC - cromatografia liquida de alta resolucfo, “fast protein liquid
chomatography”

HDL - lipoproteina de alta densidade, “high density lipoprotein”

DL - lipoproteina de densidade intermediaria, “intermediate density
lipoprotein™

LCAT - lecitina: colesterol aciltransferase, “lecitin: cholesterol-acyliransferase”

LDL - lipoproteina de baixa densidade, “low density lipoprotein”

IL.PL - lipoproteina lipase, “lipoprotein lipase”

LH - lipase hepatica

LP - lipoproteina

Nao-Tg - ndo-transgénico

PL - placebo

PLTP - proteina de transferéncia de fosfolipides

oM - quilomicrons

TG - triglicerideos

Tg - transgénico

VLDL - LP de densidade muito baixa, “very low density lipoprotein”



RESUMO

Horménios sexuais modificam o perfil lipoprotéico e o risco de aterosclerose. O
objetive deste trabalho foi investigar o efeito de testosterona sobre os lipideos plasmaticos e
enzimas associadas. Camundongos transgénicos (Tg) para proteinz de transferéneia de
colesteril-éster (CETP) e controles (nfo-Tg) foram estudados apés 30 dias de castraciio ou
pseudo-cirurgia (sham) e apds 14 dias de suplementagio com testosterona por injegles
subcutineas diarias de Durateston {DT), Androgenol (AN) ou placebo (PL). As
concentracdes plasmaticas de colesterol, triglicérides, acidos graxos livres, glicose e
insulina e as atividades da lipase hepatica e da CETP foram semelhantes tanto nos animais
castrados comparados aos sham quanto nos animais DT comparados aos PL. No entanto,
estes tratamentos induziram modificagdes significativas da distribuigdo do colestercl nas
lipoproteinas nos amimais CETP Tg e ndo-Tg, as quais foram distintas conforme ©
gendtipo. Em termos relativos, a deficiéncia de testosterona nos animais ndo-Tg provocou
aumento de 73 % da VLDL ¢ 79 % da LDL e reducfio de 11 % da HDL, enquanto nos
animais CETP Tg castrados houve aumento de 36 % da LDL e redugdo de 30 % da HDL.
Portanto esses rtesultados sugerem que a expressio da CETP nos camundongos
transgénicos amenizou as modifica¢des desfavordveis nas apoB-LP observadas nos néo-Tg.
Em estudos cinéticos com LDL e HDL marcadas radioativamente, verificou-se uma
tendéncia de redugfo da velocidade de remocio plasmatica da LDL e redugfio do tempo de
residéncia da HDL no plasma dos animais castrados, as quais explicam em parie as
alteracdes das respectivas concentragdes plasmaticas destas lipoproteinas. Além disso, a
atividade endogena da CETP estava aumentada em 20 % nos animais castrados,
contribuindo para reducio da HDL nestes animais. A suplementa¢do com testosterona em

machos ndo-Tg e f8meas CETP Tg também modificou os niveis de apoB-LP. Machos néo-
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Tg tratados com DT apresentaram aumento de 42 % da VLDL e 72 % na LDL; fémeas
CETP Tg tratadas com DT apresentaram aumento de 35 % em VLDL. Concluindo, tanto a
deficiénecia como a suplementagio com testosterona tornaram o perfil lipoprotéico dos
camundongos mais aterogénico, independentemente da massa de lipase hepdtica e de
CETP. A magnitude dos efeitos sobre as beta- e alfa-lipoproteinas foi dependente do

gendtipo, isto €, da expressdo da CETP.
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ABSTRACT

Sex hormones modify the plasma lipoprotein profile and hence the risk of
atherosclerosis. In this study we have investigated the effects of testosterone on plasma
lipid and lipoprotein levels and associated enzymes. Transgenic mice (Tg) that express a
human cholesteryl ester transfer protein (CETP) minigene with natural flanking sequences
and non transgenic {(nTg) control mice were studied 30 days after castration or sham
operation and 14 days after testosterone supplementation by subcutanecus daily injections
of Durateston (DT), Androgencl {AN) or placebo (PL). Plasma concentrations of
cholesterol, triglycerides, free fatty acids, glucose and insulin, as well as the hepatic lipase
and CETP activities on exogenous substrates were similar in both conditions, testosterone
deficiency {(castrated vs. sham) or excess (DT vs. PL) for both groups of mice, CETP Tg
and non Tg. However, these treatments induced changes in the cholesterol distribution
among plasma lipoproteins that were dependent on the CETP expression. Testosterone
deficiency in nTg mice provoked increase of 73 % in VLDL- and 79 % in LDL- and
reduction of 11 % in HDL-cholesterol, while in CETP Tg mice there was an elevation of 36
% in LDL- and decrease of 30 % in HDL-cholesterol. Kinetic studies of LDL and HDL
labeled with ©*'T and "®1, respectively, showed that the LDL fractional plasma removal rate
and HDL plasma residence time tend to be lower in CETP Tg castrated as compared to
sham mice. These results can explain, at least in part, the changes in L.DL and HDL
concentrations in the plasma of the CETP Tg castrated mice. Furthermore, endogenous
substrate dependent CETP activity was elevated by 20 % in CETP Tg castrated mice,
which contributed to the reduction in HDL-cholesterol levels in these mice. Testosterone

supplementation induced an increase of 42 % in VLDL- and of 72 % in LDL-cholesterol in
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the plasma of nTg mice and a mild 35 % increase in VLD L-cholesterc! in plasma of female
CETP Tg mice, while no change was observed in the cholesterol distribution among plasma
lipoproteins of male CETP Tg mice. In conclusion, both testosterone deficiency and excess
induced a more atherogenic lipoprotein profile in mice, which was independent of the mass
of hepatic lipase and CETP. However, the magnitude of the effects were dependent on the
CETP expression, which attenuated the elevation on beta-lipoprotein but strengthened the

reduction on alpha-lipoprotein cholesterol levels.
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INTRODUCAO

Metabolismo de lipoproteinas e atevosclerose

A aterosclerose, principal responsavel pela patogénese do infarto miocérdico e
cerebral, da gangrena e outras doencas vasculares periféricas, permanece coOmo principal
causa de morbidade e mortalidade nas populagBes “ocidentalizadas”. Anormalidades no
metabolismo das lipoproteinas plasméticas, principalmente em lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e de alta densidade (JIDL), sfic fatores de risco primdarios para
aterosclernse, cuja lesio mais precocemente reconhecivel caracteriza-se por uma agregacio
de macrofagos carregados de colesterol {foam cells) e linfocitos T na intima arterial, a
chamada fatty streak. A ubiquidade do processo aterosclerdtico € atestada pela detecgdo
de fatty streaks em 50% das autopsias realizadas em coronérias de criangas entre 10 e 14
anos. As lesBes iniciais progridem em fungio de uma resposta inflamatéria-
fibroproliferativa exagerada 4 injuria ou disfungiio das células endoteliais e musculares
lisas da parede arterial (Ross, 1993).

A homeostase do colesterol no compartimento plasmatico e nos tecidos € regulada
por processos fisiologicos complexos que envolvem a sintese € secregao de lipoproteinas,
atividade de receptores celulares especificos para as lipoproteinas, atividade de enzimas
lipoliticas e de proteinas de transferéncia de lipides.

Hi cinco classes principais de lipoproteinas plasmaticas (LP) transporiadora de
lipides, classificadas de acordo com a sua densidade: as LP de alta, baixa, intermediaria ¢
muito baixa densidade, respectivamente, HDL, LDL, IDL e VLDL, além dos quilomicrons

(QM). As varias LP diferem entre si em termos de densidade, tamanho e migracio



eletroforética porque tém composiclo lipidica e protéica distintas. QM ¢ VLDL séo as
chamadas LP ricas em triglicérides (TG), de origem intestinal e hepética, respectivamente.
Essas LP sfio metabolizadas no compartimento vascular pela lipoproteina lipase (LFL) que
midrolisa seus TG gerando particulas remanescentes de quilomicrons ¢ de VLDL
enriquecidas em colesterol. As IDL sdo os produtos intermediarios ¢ as LDL os produtos
finais do catabolismo intravascular das VLDL. A LDL ¢ a LP mais abundante do plasma
dos seres humanos {cerca de 70 % do colesterol plasmatico € encontrado nessa fragio). As
IDL ¢ LDL sdo removidas da circulacio sanguinea via receptores de LDL amplamente
expressos em tecidos em proliferagio, tecidos estercidogénicos (gbnadas e adrenal) e
principalmente figado (Brown ¢ Goldstein, 1986). Os remanescentes de QM e as IDL séo
também rapidamente captados por outros receptores hepéticos chamados LRP (LDL
receptor related protein) (Herz et al, 1988). Uma vez dentro da celula, o colesterol
derivado das LP exerce vérias acBes regulatorias, incluindo a supressio da expressdo da
enzima que catalisa a etapa limitante da biossintese do colesterol, a HMG-CoA redutase, e
a supressio da transcri¢io do gene do receptor da LDL. Desta forma, as celulas se
protegem de um aumento excessivo da concentragdo de colesterol. Por outro lado, na
deficiéncia de colesterol, as células aumentam a expressio da HMG-CoA redutase
estimulando a sintese de novo de colesterol ¢ aumentam também a expressio dos receptores
de LDL promovendo captagio do colesterol exdgeno. Os mecanismos moleculares
envolvidos nesta fina rtegulacio da concentraciic intracelular de colesterol foram
elegantemente elucidados pelos prémios-Nobel, Michael Brown ¢ Joseph Goldstein
{Brown e Goldstein, 1997). Como consequéncia, a concentragdo de LDL no plasma varia

em funcio do mimero de receptores de LDL nos tecidos, principalmente no figado. Estes
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podem estar diminuidos por defeito genético ou por excesso de colesterol na dieta que
aumenta o aporte de lipoproteinas de origem intestinal (QM e remanescente) para o figado.
Concentracio elevada de LDL plasmatica resulta em aumentc da quantidade de
LDL que se infilira no espago subendotelial. A LDL interage com elementos da matniz
extracelular {ex.: glicosaminoglicanos ¢ coligenos) e fica retida por mais tempo neste
microambiente, onde sofre alteracfes quimicas tais como oxidagio e protedlise. Esta LDL
quimicamente modificada estimula as células endoteliais a expressarem moléculas de
ades3o facilitando a adesfio e transmigraglo de células linfomonocitarias circulantes para o
espaco subendotelial. Os mondcitos proliferam-se e diferenciam-se em macréfagos que
captam as LDL modificadas através de uma classe de receptores chamados scaverger.
Diferentemente dos receptores de LDL, os receptores scavenger nfio sfo regulados e 0s
macrofagos captam as LDL modificadas de maneira continua transformando-se em foam
cells . Com o tempo, as foam cells morrem e vAo constituir o niicleo necrético da lesdo
aterosclerdtica avangada. Células musculares lisas também migram da camada adventicia
para intima, proliferam-se ¢ eventualmente transformam-se em jfoam cells. O processo
ocorre em progressdo geométrica com a participagio de um grande niimero de fatores de
crescimento, citocinas e moléculas vasoregulatorias (Ross, 1993; Lusis, 2000 e Libby,

2000).

Transporte reverso de colesterol
AlteracBes dos niveis plasmaticos de LDL- ¢ HDL~colesterol produzem efeitos
muito distintos no risco relativo para doenga arterial coronariana. Este risco estd

diretamente correlacionado i concentragio plasmatica de LDL-colesterol e inversamente 2
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concentragiio plasmatica de HDL-colestero! (Huuskonen e Ehnholm, 2000; Pedersen, 2001,
Assmann, 2001).

O efeito atero-protetor da HDL parece ser devido, em grande parte, ao transporie
reverso de colesterol (Tall, 1995; Navab et al., 1996; Breslow, 1989). Este € um processo
pelo qual o excesso de colesterol é removido das células e é transportado ao figado para ser
reutilizado e/ou excretado na bile. Tem sido sugendo que a HDL remove o excesso de
colestercl nfo esterificado inclusive da camada da intima arterial. Além disso, 2 HDL exibe
outras propriedades anti-aterogénicas, como por exemplo, tem acBc anti-oxidante
{Kwiterovich, 2000).

O colesterol nfo esterificado  associado a HDL ¢é estenficado pela lecitina
colesterol acil transferase (LCAT) e ¢ transportado direta ou indiretamente para o figado
{(Navab, 1996}. O transporte indiretc para o figado envolve a2 proteina de transferéncia de
colesteril éster (CETP) que transfere colesteril éster (CE) da HDL para lipoproteinas que
contém apoB (apoB-LP), come VLDL, IDL e LDL, as quais em seguida sfio captadas por
receptores hepaticos. Assim, o CE retorna ao figado por 2 vias: captagio seletiva de CE das
HDL e captag8o especifica das apoB-LP. Em espécies que nfo expressam a CETP, como
ratos e camundongos, ndo existe ¢ transporte indireto de CE para o figado.

Varias sH0 as proteinas ¢ enzimas que podem moedificar o metabolismo da HDL ¢

Apolipoproteina Al e AIl. A apolipoproteina (apo) Al é o principal componente protéico
da HDL. Além da fungfio estrutural, ela é ativadora da LCAT. No entanto, esta propriedade
¢ compartilhada com outras apoLP, a apo AIV e apo (I e com peptideos sinteticos
contendo hélices anfipaticas (Tall, 1985; Eisenberg, 1984), indicando que a ativagcio da
LCAT n#o ¢ uma interagdo proteina-proteina altamente especifica. A apo Al ¢ sintetizada

no figado e no intestino (Haddad et al,, 1986). A apo All é a segunda proteina estrutural
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mais abundante da HDL.. E sintetizada exclusivamente no figado (Hussain e Zannis, 1990).
As funcbes metabélicas da apo AIl ndo sio bem conhecidas. Estudos em animais
transgénicos sugerem gue ela pode inibir o remodelamento das HDL mediado pela lipase
hepatica (Zhong et al, 1994).

Lipoproteina lipase (LPL). A LPL é uma enzima encontrada no endotéhio dos capilares dos
tecidos periféricos, principalmente musculo e tecido adiposo. A LPL participa diretamente
do metabolismo das LP ricas em triglicérides gerando os remanescentes ricos em colesteroi
(Redgrave, 1983) e influencia indiretamente o metabolismo da HDL (Rader ¢ Jaye, 2000;
Nunes et al, 2001}, Deficiéncia de LPL enconirada em humanos ou camundongos
transgénicos, esté associada com hipertrigliceridemia severa (Rader e Jaye, 2000} A
atividade da LPL ¢ dependente da apo CII, seu cofator. Por ouiro lado, a apo CII ¢
inibidora de sua atividade (Rader e Jaye, 2000).

Lipase Hepatica (LH). E uma enzima lipolitica sintetizada principaimente pelo figado. Esta
ancorada no endotélic vascular do figado e na superficie do hepatécito por proteoglicanos
de heparan sulfato. A LH funciona como acilglicerol hidrolase e fosfolipase, hidrolisande
triglicérides dos remanescentes de quilomicrons, IDL ¢ HDL e também os fosfolipides da
sub-fracio HDL, . A LH pode ainda facilitar o processo de transporte reverso do colesterol
¢ aumentar a transferéncia de CE da HDL para o figado e tecidos estercidogénicos como as
glandulas adrenais ¢ gbnadas (Cohen et al., 1999).

Lecitina: colesterol acil transferase. A LCAT ¢ responsavel pela formacio de quase todo
colesterol esterificado encontrado no plasma e pela transformacfo das HDL discdides
nascentes {pré-beta HDL) em particulas esféricas (HDL; e HDLs) (Santamaria-Fojo et al,,
2000). Varios estudos tém demonstrado o papel central da LCAT na estimulagdo do fluxo

(efluxo) de colesterol de membranas celulares para a HDL (Peelman et al, 2000). Em
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humanos, as mutagdes do gene da LCAT estfo associadas & deficiéneia parcial (“fish eye
disease™) ou completa (deficiéncia familiar da LCAT) de atividade plasmatica da LCAT.
Os dois grupos de mutantes apresentam nivels de HDL, apo Al e apo AIl reduzidos
{Santamaria-Fojo et al, 2000). As HDL existentes sZo discoides, as LDL sfo ricas em TG,
podendo esses individuos apresentar aterosclerose prematura (Breslow, 1985).

Proteinas de transferéncia de lipideos (CETP ¢ PLTP). A CETP promove toda a
transferéncia de lipideos neutros no plasma humano, incluindo a transferéncia de CE das
HDL para as LP ricas em TG ¢ seus remanescentes {coletivamente chamados apoB-LP), e
a transferéncia reciproca de TG na direc3o oposta (Tall, 1995). A CETP também facilita
trocas de fosfolipides entre as LP. Ao contrério, a proteina de transferéncia de fosfolipides
{PLTP) € responsavel pela transferéncia somente de fosfolipides entre as LP. Sua acdo
promove interconversdes das subfracBes das HDL. PLTP ¢ uma glicoproteina que esta
parcialmente associada a HDL (Huuskonen e Ehnholm, 2000).

CETP e aterosclerose.

A CETP desempenha um importante papel na patogénese da aterosclerose {Inazu et
al., 2000, Hirano et al, 2000), mas ainda nfo esta claro se sua expressio facilita ou
antagoniza o desenvolvimentc da doenca. Existem dados conflitantes de estudos
populacionais que mostram aumento de doencga coronariana associado a ambos, deficiéncia
{Zhong et al., 1996} e aumento (Bhatnagar et al., 1993) dos niveis de CETP. Achados
controversos também foram obtidos de estudos em modelos animais. Animais transgénicos
(Tg) que super-expressam CETP (Marotti et al., 1993) desenvolvem aterosclerose mais
severa que os ndo-Tg. Também a expressic de CETP em animais hipercolesterolémicos
acelera ¢ desenvelvimento da aterosclerose (Plump et al, 1999). Por outro lado, a

expressdc da CETP diminui as lesdes aterosclerdticas em animais Tg hipertrigliceridémicos
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(Hayek et al., 1995) e em Tg que super-expressam a LCAT (Foger et al., 1999). No entanto,
quando coelhos sfio usados como modelo experimental, a inibiciio da CETP enddgena
destes animais provoca reducfio significativa das areas aterosclerdticas arteriais (Sugano et
al., 1998; Okamoto et al., 2000; Rittershaus et al., 2000).

Hormonios sexuais, lipoproteinas e doenca coronariana.

Horm&nios sexuais sio reguladores chave no metabolismo das LP, o que se venifica
pela diferenca nos perfis lipoprotéicos que emergem na puberdade. Ocorrern mudangas
dinimicas nos niveis séricos das LP durante a maturago sexual antes do padrio aduito
estabelecer-se (Srinivasan et al, 1985). Meninas possuem nivels mais altos de VLDL-
colesterol e niveis similares de HDL-colesterol quando comparadas acs meninos. Durante
a adolescéncia, os niveis de HDL- e LDL-colesterol diminuem, sendo a diminuigdo de
HDL-colesterol mais pronunciada em meninos do que em meninas. Meninos, diferente das
meninas, continuam a apresentar um aumento em VLDL-colesterol. Os niveis de HDL-
colesterol correlacionam-se negativamente com a testosterona em meninos puberes e
positivamente com estradiol em meninas plberes. Essas observagdes demonstram que as
alteracdes nas lipoproteinas em adolescentes estfio fortemente relacionadas aos hormdnios
sexuais (Srinivasan et al., 1985).

Em geral, homens adultos tém maiores niveis de LDL e menores niveis de HDL que
as mulheres pré-menopausadas da mesma idade. Observa-se um menor risco para doenca
coronariana nessas mulheres quando comparadas aos homens e as mulheres pos-
menopausadas (Bagatell e Bremner, 1995; Legato, 2000},

A testosterona, principal horménio masculino, ¢ sintetizado nas células de Leydig
do testiculo e no cortex da gldndula adrenal, porém neste ultimo em quantidade muiio

pequena {Wilson et al,, 1998). Vermuelen ef al (1980 ¢ 1985) ¢ outros demonstraram que
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os niveis de testosterona diminuem com a2 idade. Essa diminuicio frequentemente comeca
antes dos 30 anos em homens aparentemente saudaveis (Simon et al., 1992; Freedman et al.,
1991). Se altos niveis enddgenos de testosterona explicam os nivels diminuidos de HDL~
colesterol, uma diminuigio de HDL-colestercl com a idade poderia ser esperada nos
homens. No entanto, os niveis de HDL-colesterol em homens permanecem constanies a
cada década da vida adulta (Kannel, 1988}

A idéia geral de que horménios estrogénios elevam a concentragéo de HDL ¢ que
os androgénios a reduzem (Wilson et al., 1998) ainda € controvertida. Em uma revisdo de
Barret-Connor {1992) foi documentado que, de treze estudos com homens adultos, dez
observaram que 0§ niveis de testosterona total estavam positivamente correlacionados com
HDL.~colesterol; exatamente ¢ oposto do esperado se & testosterona fosse responsével pelos
menores niveis de HDL.

Qutros fatores que afetam os niveis de HDL-colesterol também estdo associados
com niveis endbgenos de testosterona (Heiss et al., 1980). Por exemplo, obesidade
masculina (dep6sito de gordura central ou no tronco) esta associada com dislipidemia e
baixos niveis de testosterona (Kannel, 1988, Stefanick et al, 1987, Seidell et al., 1991,
Pasquali et al., 1991; Phillips, 1993). Esta condig8io implica em maior risco de diabetes tipo
11 e doenga cardiovascular (Bouchard et al., 1993). No entanto, a insufici€ncia de estrogeno,
mais que a alta concentracdo de testosterona, parece ser responsavel pela obesidade central,
resisténcia a insulina, hipercolesterolemia e hiperglicemia, uma vez que este fendtipo
aparece em individuos de ambos os sexos com deficiéncia genética da aromatase, enzima
que catalisa a sintese de estrogenos apartir de androgenos (Morishima et al., 1995; Carani et

al., 1997, Bilezikian et al., 1998; Conte et al., 1598),



WVérios autores {Openhein et al., 1989; Alexandersen et al, 1999; Haug ot al | 1985,
tivanik et al, 1997; Heiss et al, 1980) relataram aumento da fracic LDL-colesterol em
situagdes de deficiéncia de testosterona em diferentes espécies, inclusive em seres humanos
hipogonadicos. Haug ef af, 1985, também observaram aumentc nos niveis de apo B em
ratos castrados.

Uma diminuicBo da HDL foi observada em estudos realizados em homens
hipogonadicos (Tan et al., 1998; Ozata et al., 1995) ¢ em camundongos castrados (Grainger
et al, 1995). Contudo, outros autores enconiraram o© inverso, i.e., aumento ou nenhuma
variacBo nos nivels de HDL em homens com deficiéncia de testosterona (Bagatell et al,
1992, Von Eckerdstein et al., 1997, Tang et al., 1991, Oppenhein et al., 1989; Alexandersen
et al., 1999}, em macacos (Greger et al., 1990) e camundongos castrados (Reckless et al.,
1997). As razdes para estas discrepdncias de resultados nfio sfo claras. Entretanto, elas
podem estar relacionadas a diferencas na etiologia do hipogonadismo e/ou variabilidade
entre as espécies animais estudadas.

Solyom j& havia relatado em 1971 em seus trabalhos com fisiculturistas e
halterofilistas, a habilidade da testosterona e seus derivados em induzirem modificacdes
desfavoraveis no perfil lipoprotéico. Diminuic8o dos niveis de HDL ap6s suplementacio de
testosterona em individuos saudaveis também foi observada por Bagatell et al., 1994
Zmuda et al., 1993; Anderson et al, 1995, Varios outros autores relataram pequenc ou
nenhum efeito da testosterona sobre a concentragdo de LDL-colesterol {Webb et al., 1984;
Hinkel et al., 1985; Kiekland et al., 1987; Sorva et al., 1988; Thompson et al., 1989; Frisch
e Sumida, 1999). A modificagfio mais consistente observada apds o uso da testosterona era

a redugiio de HDL-~colesterol.



Modelo animal

No final dos anos 80, com o desenvolvimento de animais transgénicos, algumas das
complexidades do funcionamento dos genes envolvidos no transporte das lipoproteinas
comegaram a ser elucidados e novos alvos para intervengdes farmacoldgicas para
normalizar o perfil lipoprotéico e reduzir o risco de aterosclerose foram apontados. A
“tecnologia da transgénese” tem sido empregada com sucesso na criagdio de modelos
experimentais de dislipidemnias e aterosclerose, bem como no estudo de aspectos basicos da
regulagio génica ¢ da expressio tecido-especifico de vérios genes do metabolismo das
lipoproteinas. Foram criados e estudados transgénicos para quase todas as apolipoproteinas
plasmaticas (Breslow, 1993), receptor da LDL (Hofmann et al., 1988), LCAT (Francone st
al., 1985), CETP (Agellon et al., 1991; Marotti et al., 1993; Jiang et al., 1992), entre outros.

Camundongos normalmente ndo expressam CETP e por isso sic modelos muito
(teis para o estudo do impacto da expressio da CETP sobre o metabolismo das LP
- plasmaticas. Em estudos prévios, verificou-se que a expressio da CETP resulta em
diminui¢do do colesterol na fracdo HDL (Agellon et al., 1991; Jiang et al, 1992). Os
camundongos CETP transgénicos apresentam um perfil lipoprotéico mais semelhante ac
dos seres humanos que os camundongoes wild fype. A comparacio entre estes dois modelos
animais ¢ imprescindivel para compreendermos a a¢iic da CETP na fisiologia das
lipoproteinas plasmaticas.

O transgene utilizado na construgio deste modelo animal contém 3.4Kb (57) e 2.2
Kb (37} de sequéncias de nucleotideos naturais “flanking” (NFR), nas quais varias regides

regulatorias de transcrigio ja foram definidas (Oliveira ef ol , 1996a ).
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OBJETIVOS
O objetivo deste estudo foi avaliar o papel dos horménios sexuais, especificamente
da testosterona, sobre o metabolisme das lipoproteinas plasmaticas e sobre a expressio da
CETP em camundongos transgénicos que expressam ¢ gene humano da CETP (CETP Tg).
O efeito da testosterona foi verificado, através dos estados de deficiéncia {(castragio
de machos) e excesso deste hormdnio na presenca (fémeas) ou auséncia (macheos) de

estrogenos endogenos, sobre:

4

as conceniragfes plasmaéticas de colesterol, tniglicérides, Acidos graxos livres,
glicose ¢ insulina

- o perfil de lipoproteinas plasmaticas

- g atividade das duas principais proteinas que modulam ¢ metabolismo da HDL: a
CETP ¢ a hipase hepatica

- o tempo de residéncia e velocidade de remocio plasmatica da LDL e da HDL na

circulac@io sanguinea.
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MATERIAIS E METODOS
Materiais:

Solventes orglnicos e sais em geral utilizados neste estudo s¥o das marcas Merck®
{Darrostadt, Alemanha) ¢ Sigma® (St. Luis, MO, EU A},

Animais:

As coldmias de animais geneticamente modificadas utilizados neste estudo foram
geradas a partir de animais fornecidos pelo Dr. Alan R. Tall, da Divisio de Medicina
Molecular da Columbia University, NY, EUA. Foram utilizados transgénicos (Tg) para
CETP, linhagem 5203 (Jiang ef al, 1992). Os animais nfo transgénicos (nfc-Tg) com o
mesmo “background” dos animais CETP Tg (C57BL/6) eram provenientes do Centro de
Biotensmo da UNICAMP. Todos os animais foram mantidos em condicdes controladas de
temperatura (21 £ 1°C), luminosidade (ciclo de claro-escurc de 12 horas) e receberam agua
e racdo (Nuvilab®, Colombo, Parana, Brasil) ad libitum. Os animais foram reunidos em
grupos segundo seus gendtipos e tratamentos ¢ submetidos a jejum de 12 horas antes das
coletas de sangue. Para a determinacio do gendtipo dos animais CETP, foi utilizada a
medida da atividade da CETP no plasma, descrita a seguir.

Tratamento dos animais:
1. Estudo da deficiéncia da testosterona (castragio):

Foram realizados os procedimentos cirirgicos de orquidectomia bilateral e

pseudocirurgia nos camundongos CETP Tg e nic-Tg, com idades de 3 a 4 meses.

Apés periodo de 30 dias de castragéio, os animais foram anestesiados com 50 mg/Kg

de Vetanarcol® { Laboratorios Konig S.A, Avellaneda, Argentina) ¢ 15 mg/Kg de

Ronpum® (Bayer S A, 830 Paulo, Brasil), e a gordura epididimal, as adrenaise o
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figado foram extraidos e pesados, e o sangue total foi coletado por drenagem do plexo
retro orbital.
. Estudo do efeito da suplementagio da testosterona:
Camundongos CETP Tg e nfo-Tg, machos e f8meas com 4 a 5 meses de idade,
foram tratados com duas diferentes composigBes de testosterona, a saber, o
Durateston® (Akzo Nobel Lida, DivisBo Organon, S8o Paulo, Brasil) e o Androgenol
(Hertape®, Belo Horizonte, Brasil). A testosterona € rapidamente degradada no
figado com meia-vida na circulacio sanguinea de aproximadamente 10 minutos {(Wu,
1992}, Em preparactes comerciais clinicamente (teis, 2 testosterona é esterificada na
posicBo 17-hidroxi, resultando em compostos mais hidrofdbicos e liberados
gradualmente do veiculo. Uma vez na circulagfo, 2 testosterona € hidrolisada do éster
e comporia-se metabolicamente de forma idéntica & testosterona natural. O Durateston
contém propionato, fenilpropionate, isocaproato e decanoato de testosterona € o
Androgenol contém apenas propionato de testosterona, de meia-vida mais curta que
os outros ésteres do Durateston. Os animais receberam injecdes subcutineas diarias
de 1 ug por grama de peso corporal, durante 14 dias e foram sacrificados no décimo
quinto dia para obtengdio do sangue total e peso dos érgéos.
Os seguintes grupos experimentais de camundongos foram estudados:

i- Machos nio-Tg tratados com placebo {propilenc glicol}

2- Machos nfo-Tg tratados com Durateston

3- Machos CETP Tg tratados com placebo

4- Machos CETP Tg tratados com Durateston

5- Machos CETP Tg tratades com Androgenol

6- Fémeas CETP Tg tratadas com placebo



7- Fémeas CETP Tg tratadas com Durateston
8- Fémeas CETP Tg tratadas com Androgenol
Isplamento ¢ marcacie da HDL. cow colesters! radioative:

Utilizou-se © método descrito anteriormente por Oliveira e Quintfio (1996b) para a
marcacdo da HDL com colesteril éster radioativo. Para tanto, obteve-se misturas de plasma
de doadores normolipidémicos que nfo estavam em jejum. Aproximadamente 10 mL da
mistura plasmatica foi ajustada & densidade 1,125 g/mil com KBr (0,202 g/ml) e
ultracentrifugado no rotor 50 4, 40.000 rpm , por 40 horas. Descartou-s¢ os 2 ml
sobrenadantes ¢ dislizou-se o infranadante (d>1,125) que contém HDL3 e proteinas
plasmaticas. 50 uCi de colesteril [1-14C] oleato {14 CCE) ou 3H—colesteril éster 3HCE)
{Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Inglaterra) dissolvido em 100 ul de
etanol absoluto foi adicionado, gota-a-gota, aos 10 mL da fracio de d>1,125, sob agitaco.
A mistura foi entdo transferida para os tubos do rotor 50 ti e incubada a 37°C por 20 horas
em rotor de tubos (Tube rotator, Scientific Equipament Products, EUA) a 20 rpm. Nesse
tempo de incubagdo, o CE radioative ¢ incorporado ds HDL por aciio da CETP que
encontra-se na fracdoc de d>1,21. Em seguida, ajustou-se a densidade para 1,21 g/ml e
ultracentrifugou-se a 40.000 rpm, 4°C, por 40 horas para obtengic de HDL3
{1,125<d<1,21) marcada radicativamente. Essa foi exaustivamente dializada contra salina
0,15M e esterilizada em filtro Millipore 0,22 um (Millipore Corporation, Bedford, MA,
E.U.A). A eficiéncia da marcagdo variou entre 25-30 %.

Atividade da CETP no plasma:
Ensaio exdgeno. Uma mistura de VLDL + LDL obtida por ultracentrifugacio (Havel et al,,

1933} de plasma de doadores normolipidémicos foi utilizada como lipoproteinas aceptoras.
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HDL também obtida por ultracentrifugaco de plasma de doadores normolipidémicos foi
marcada radioativamente com **C-colesteril-8ster {(14CCE}. O ensaio isotépico consiste em
uma reagéo contendo 50 pg de proteina de VLDL+LDL, 10000 dpm de “CCE-HDL e 10
uL do plasma diluido dos animais como fonte de CETP em um volume final de 100 pL. A
mistura € incubada a 40°C por 2 horas. Em seguida, adiciona-se & mistura 400 uL de
tampio tris (10 mM) / salina (1530 mM) / EDTA {1 mM) ¢ 50 pL de coquetel de
precipitagiio das lipoproteinas que contém apoB (partes iguais de sulfato de dextrana 1,6 %
e MgClh 1,0 M) e espera-se 10 minutos & temperatura ambiente. As amostras sio entio
centrifugadas 2 12000 rpm por 30 minutos. Quatrocentos e cinquenta microlitros (450 ul)
do sobrenadante sdo recuperados e misturados 4 2 ml de soluglio cintiladora para
determinacio da radioatividade remanescente nas HDL. No ensaio sio utilizados sempre 2
“planks” (tubos com salina) ¢ 2 controles-negativos (tubos com plasma de camundongo
ndo-transgénico). Os resultados sdo expressos como % de "“CCE transferido da HDL para
as VLDL+LDL: %CE transferido = (dpm blank - dpm amostra) x 100/dpm “blank”.

Ensaio enddgeno: Atividade endégena de CETP é medida da seguinte maneira: 100 ul de
plasma dos camundongos sdo separados por FPLC para obtencéo das fraces VLDL + LDL
(pool das fragles). Paralelamente, 100 ul de plasma s3o precipitados com 10 ul de coguetel
de precipitacio das lipoproteinas que contém apoB (partes iguais de sulfato de dextrana 1.6
% e MgClz 1,0 M) e depois de 10 minutos 4 temperatura ambiente, coleta-se 80 ul do
sobrenadante (fragdo que contém HDL e CETP). Adiciona-se 2 fraciio de VLDL+LDL, (1.2
mL}, 100060 dpm de *HCE-HDL e 80 pL do sobrenadante com HDL ¢ CETP, totalizando
um volume final de 1,3 mL. A mistura € incubada & 37°C por 30 minutos. Em seguida,

transfere-se as amostras para banho de gelo, adiciona-se & mistura 50 ug de LDL humana
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como carreador, & adiciona-se 1/10 do volume de coguetel de precipitagio & espera-se 13
minutos ainda em banho de gelo. As amostras sfio entdo centrifugadas 2 12000 rpm por 15
minutes a 4°C. 1,2 mL do sobrenadante so recuperados e misturados 4 5 mL de soluglio
cintiladora para determinaciio da radioatividade remanescente nas HDL. No ensaio so
utilizados sempre 2 “blanks” que consistem em 80 pl de albumina 3,5 % + *HCE-HDL +
1.2 mL de salina 0,85 %.
Determinacdo de lipides ne plasma

Colesterol total no plasma foi determinado utilizando-se Kit enzimatico da Roche®
{Indianapolis, IN, EUA). Para triglicérides utilizou-se kit da Merck® (Darmstfadt,
Alemanha). Para dcidos graxos livres utilizou-se kit da Wako Chemicals® GmbH (Neuss,
Alemanha), conforme instrugBes do fabricante.
Dosagem de insulina

A concentragio plasmatica de insulina foi determinada por radioimunoensaio com
curva padrio confeccionada com insulina de rato (Scott et al., 1981).
Dosagem de testosterona

As concentragdes plasmaticas de testosterona total foram determinadas através de
dois métodos, quimicluminecéneia com o kit de IMMULITE® DPC® (Los Angeles, CA,
EUA) e fluorimétrico com o kit Perkin-Ellr® (Finlandia).
Fracionamento das Lipoproteinas

Foram feitos “pools” de plasma fresco dos animais tratados e controles. Esses foram
submetidos 4 cromatografia liquida de alta resolugio (FPLC) utilizando-se uma coluna de
Superose 6 HR 10/30 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) para o

fracionamento das lipoproteinas (VLDL, LDL e HDL) (Jiao ef al, 1990; Masucci-
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Magoulas er al., 1996). Nas 40 fragBes eluidas da coluna foi determinada a quantidade de
colesterol total uiilizando kit enzimético da Roche® (Indianapolis, IN, EUA) de acordo
com as especificagBes do fabricante.
Atividade da lipase hepatica (LH):

A atividade da enzima LH fol determinada de acordo com Ehnholm ¢ Kuusi (1986)
através de incubacio do plasma com um substrato de goma arabica e trioleina marcada com
*H (o radioisétopo esta ligado ao 4cido graxe), pH=8,5, 37 °C por 1 hora. Os 4cidos graxos
livres liberados pela acfio enzimatica siio extraidos com metanol/cloroférmio/heptana (1,4
1,25 1.0) em pH=10,5 para medida da radioatividade. A atividade da enzima lipoproteina
lipase periférica (LPL) também presente no plasma, foi inibida pela presenca de 2,0 M de
NaCl no meio de incubacgéo.

Estudos cinéticos de LDL ¢ HDL marcadas com icdo radieativo.

1DL ¢ HDL foram isoladas por ultracentrifugacdo sequencial de plasma de
doadores normolipidémicos de acordo com Havel et al. (1955). As fragdes de LDL e HDL
obtidas foram exaustivamente dializadas contra salina 0,85 % ¢ 2 mM de EDTA. AsLDL
e HDL foram marcadas com 'I (IPEN, S3o Paulo, Brasil) ¢ °L, {Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, Inglaterra), respectivamente, utilizando-se as modificagles
feitas por Bilheimer et al. (1972) do método de monocloreto de iodo de MacFarlane
(1958). 95 % da marcac8o foi precipitada com acido iricloroacético a 5 %. Os anirhais
receberam 1 x 10° dpm de cada lipoproteina em 0,2 mL da mistura de lipoproteinas
contendo PUI-LDL e "I-HDL, via intrapiretonial. Amostras de sangue foram coletadas
pela ponta da cauda nos tempos: 0.17, 0.5, 1, 3, 5, 8 horas ap0s a imjeggo. A taxa fracional

de remogiio das lipoproteinas marcadas, foi calculada come a inclinagdo da curva de
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desaparecimento da radicatividade no plasma pelo ajuste de curva exponencial, utilizando-
3¢ O programa Microcal™ Origin™ 4.1. O tempo de residéncia das LP na circulagio foi
caleulado como a 4rea sob a curva da radicatividade normalizada (Tai, 1994).
Tratamente estatistico:

Os dados foram apresentados como média T erro padrio (ep). Utilizou-se o teste
“ de Student e andlise de varifincia ANOV A seguida pelo teste de Tukey — Kramer para
anélise paramétrica ¢ Mann-Whitney, para a analise de pardmetros com unidades relativas
utilizando o programa estatistico InStat versdo 3.00 da GraphPad Software. As diferencas

foram consideradas significativas quando p<0,05.
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RESULTADGS

Efeito da deficiéncia da testosterona em camundongos CEIFP fransgénicos e ndo-
ransgenicos.

Todas as avaliagdes foram realizadas 30 dias apds a orquidectomia bilateral
(castragdo) e a pseudo—cirurgia (sham) em camundongos com idade média de 4 meses
{ANEXO I).

O peso corporal e de 6rgos dos animais CETP Tg e nfo-Tg castrados e sham, estdo
apresentados na Tabela 1. Houve uma redugdo significativa do peso corporal final e do
peso relative do tecido adiposo epididimal dos animais CETP Tg casirados quando
comparados ac grupe CETP Tg sham (p<0,001). Os pesos das adrenais e pesos relativos
dos figados apresentaram-se similares nos dois grupos CETP Tg, castrados e sham. O
peso corporal e dos orgdos foram semelhantes entre os grupos de camundongos ndo-Tg
castrados e sham.

As concentragdes plasmaticas de colesterol {COL), acidos graxos livres (AGL),
triglicérides (TG) e glicose (GLIC) nfio variaram em fung&o da castragdo, tanto nos anirmais
CETP Tg como nos ndo-Tg (Tabela I1). Como foi descrito anteriormente que os niveis de
testosterona livre em humanos podem estar correlacionados positivamente com a
concentragio de insulina (Stefanick et al., 1987), averiguamos este par@metro nos grupos
experimentais. As concentracSes plasmaticas de insulina dos CETP Tg foram similares
enire os grupoes castrado e sham {Tabela II).

Os perfis das lipoproteinas plasmaticas, obtidos por cromatografia liquida de alta

resolugdo (FPLC) dos animais CETP transgénicos (Figura 1) e nfo-transgénicos, castrados
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e pseudo-operados, sio apresentados, em valores absolutos, na Tabela Ii. Observou-se um
aumento de 36 % da fragic LDL-colesterel (p=0,02) e uma significativa redugfo paralela
de 30 % da fracic HDL-colesterol (p=0,002) nos animais CETP Tg castrados gquando
comparados aos CETP Tg sham (Tabela II e Figura 1), Resultados diferentes foram
observados nos animais nfo-transgénicos castrados. Neste grupo, as modificagbes foram
mais pronunciadas nas lipoproteinas que contém ape B com um aumento de 73 % na fracic
VLDL-colesterol (p=0,06) ¢ 79 % na fracdc LDL-colesterol (p=0,001) ¢ uma reduglic
modesta porém significativa de 11 % da fragio HDL-colesterol (p=0,003) quando
comparados aos ndo-transgénicos sham (Tabela I e Figura 1).

Medimos 2 atividade da lipase hepatica em ambos os grupoes, 1g € ndo-Tg, ¢ a
atividade da CETP apenas nos Tg. A atividade da CETP, medida com substratc exédgeno, €
indicativa da massa da proteina no plasma. Esta ndo variou nos dois grupos, castrados e
sham (Tabela II e Figura 2}. No entanto, a atividade da CETP determinada com os
substratos endégenos estava 20 % aumentada no grupo CETP Tg castrado quando
comparada ao grupo CETP Tg sham (p=0,01) (Tabela II ¢ Figura 2). A atividade LH no
plasma apos a castragfio foi semelhante nos grupos CETP Tg e tenderam a aumentar nos
ndio-Tg castrados {p=0,06) (Tabela II).

Para entender as alteracBes induzidas pela deficiéncia de testosterona sobre o©
metabolismo das LP plasmaticas, realizamos estudos cinéticos com LDL e HDL marcadas
com isOtopos radioativos e injetadas via intraperitoneal em camundongos machos CETP Tg
castrados ou pseudo-operados. Avaliamos o tempo de residéncia ¢ a taxa fracional de

remoc¢io plasmaticas das LDL e HDL, marcadas com Blp g 1%

1, respectivamente (Tabela
TIT). Verificamos uma tendéncia de redugio de taxa fracional de remogiic de LDL (30 %) ¢

do tempo de residéncia da HDL (15 %) nos animais castrados, as quais poderiam explicar
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parcialmente a elevagic da concentragfio de LDL ¢ a redugfio de HDL, respectivamente,

enconiradas nestes animais.

Estudo da suplementagdo de testosterona em camundongos CETP itransgénicos ¢ ndo-
transgénicos.

Camundongos CETP Tg e nfo-Tg intactos, machos e fémeas, com idade média de 4
meses de idade, foram tratados com dois tipos de ésteres de testosterona, Durateston (D7)
e Androgenol {AN) ou com veiculo, propileno glicol (PL), durante 14 dias. Nenhum dos
grupos tratados mostrou alteragBes nos seus pesos finais, quando comparados aos valores
basais iniciais (Tabelas IV e V), Também o peso relative do tecido adiposo perigonadal, do
figado e das gOnadas foram semelbantes entre os grupos de camundongos tratados ¢
respectivos controles PL. Somente o peso das adrenais das fémeas CETP Tg tratadas com
DT eram menores que as do grupo PL (Tabela IV).

O sangue retirado da cauda ao final do periodo de suplementacic com testosterona
foi utilizado para determinagBes bioguimicas das concentragdes plasmaticas de triglicérides
(TG), acidos graxos livres (AGL), colesterol (COL) e glicose (Tabelas VI e VII).
Observou-se que as concentracSes de TG, AGL ¢ glicose foram semelhantes entre os
grupos tratados (DT e AN) e placebe (PL), em ambos os sexos. Inesperadamente, o nivel
plasmatico de colesterol diminuiu significativamente no grupo de machos tratados com
Androgenol em relagio ao placebo (Tabela VII).

Nzo foram observadas diferencas nas concentracBes de insulina plasmatica nos
carnundongos machos e f8meas tratados com Durateston e Androgenol (Tabelas VI e VII).

Nenhuma modificagio das atividades da CETP (Figura 4) e LH foi observada nos

animais machos {Tabela VII) ¢ f8meas suplementados com testosterona {Tabela VI).
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Camundongos CETP Tg, tanto os machos (Tabela VII e Figura 3) quanto as f8meas
{Tabela VI), ndo exibiram alteracBes significativas da distribuicfio do colesterol nas fracdes
de lipoproteinas plasméticas apds suplementagio com testosterona. Fémeas CETP Tg
tratadas com DT apresentaram elevacBo de 35 % das VLDL (Tabela VI). Entretanto,
camundongos nfo-1g machos apresentaram uma elevagio significativa de 72 % na fragio
de LDL-colestercl (Tabela VII e Figura 3) apds suplementaciio com DT. Também a
atividade da CETP, tanto no ensaioc com substrato exdgeno como enddgeno, € a atividade

da LH nfo se modificaram apds a suplementagio com testosterona (Tabelas VI ¢ VII).
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DISCUSSAC

O génerc ¢ considerado um determinante independente de nisco de doengas
cardiovasculares em seres humanos. Mulheres pré-menopausadas t€m menor risco de
desenvolver doenca cardiovascular que homens, os quais possuem niveis mais altos de
triglicérides e VLDi-~colesterol e menor concentracdo de HDL-colesterol que nulheres
{Heiss et al. 1980},

Em estudos epidemiolégicos (Gordon e Rifkind, 1989) e em modelos animais
(Paszty et al. 1994, Rubin et al. 1991) tém-se demonstrado que niveis reduzidos de HDL
plasmatico aumentam os riscos de formacfo de lesBes ateroscleréticas. A HDL tem uma
funcio importante na homeostase do colesterol devido a sua habilidade de remové-lo das
membranas celulares para o compartimento plasmatice e subsequentemente para o figado,
anico sitio de eliminacdo do colesterol do organismo (Fielding e Fielding, 1995} Em
coniraste, elevados niveis plasmaticos de LDL-colesterol e apolipoproteina B s#io fatores de
risco primarios para desenvolvimento de aterosclerose (Heiss et al., 1980; Kannel et al,
1988; Pedersen et al., 2001).

Ratos e camundongos diferem dos seres humanos em varios aspectos do
metabolismo das LP. Eles tm maior niimero de receptores de LDL, ndo expressam CETP,
e exibem niveis elevados de PLTP e de LPL e LH circulantes (Nunes et al., 2001). Neles, a
alta razio da HDL para LDL pode contribuir para a resisténcia natural destas espécies a
formacio de lesdes vasculares com acmulo lipidico.

Neste trabalho, investigamos os efeitos da testosterona sobre os niveis de lipides e
lipoproteinas plasmaticas em camundongos transgénicos que expressam a proteina CETP,
resultande em um perfil lipidicc mais semelhante ac dos seres humanos. O estado de

deficiéneia da testosterona foi induzide por orguidectomia, enguanto o excesso da
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testosterona foi estudado em machos e f8meas tratados com doses suprafisiologicas deste
hormdnio. Os dois estados experimentais nZo levaram a variagdes significativas dos niveis
de colesterol total, triglicérides, 4cidos graxos livres e glicose no plasma. No entanto, tanto
a deficiéncia como a suplementagio de testosterona, induziram modificagbes qualitativas
na distribuigdo do colestercl nas fragBes de lipoproteinas plasmaticas.

Verificamos que em termos relativos, a deficiéncia de testosterona nos animais ndo-
Tg teve um efeito potente em modificar o nivel das apo B ~ LP: aumento de 73 % da
VLDL e 79 % da LDL, enquantoc uma pequena mas significativa reducfio de i1 % fol
ohservada na fracBio HDL. Nos animais CETP Tg castrados observamos aumento de 36 %
da LDL e redugdo de 30 % da HDL.

Vérios autores {Oppenheim et al., 1989; Alexandersen et al, 1999; Haug et al,
1985; Uyanik et al., 1997, Heiss et al., 1980) relataram aumento da fragio LDL-colesterol
em situagBes de deficiéncia de tesiosterona em diferentes espécies, tais como seres
humanos hipogonadicos, coethos e ratos castrados. Camundongos deficientes em apo E
{kmockout) castrados, machos e fémeas, apresentaram maior concentragio de LDL-
colesterol quando comparados aos castrados e tratados, respectivamente, com testosterona e
estradiol (Elhage et al. 1997). No entanto, nos machos castrados nic houve variacdo da
HDL-colesterol. Os fatores que poderiam teoricamente estar envolvidos na elevagio de
LDL s3o: 1) diminuicdo da sua captaciio tecidual por diminui¢8o de seus receptores
especificos e 2) aumento da conversio de VLDL em LDL no plasma através das enzimas
lipoprotéica lipase periférica (LPL) e lipase hepética (LH). Em nosso trabaltho nfo
detectamos alteragic da LH nos animais CETP Tg castrados, mas uma tendéncia de
elevaciio da LH foi verificada nos ndio-Tg castrados. A concentragdo plasmatica de TG no

ijejum ¢ um indicador direto da atividade da LPL. Como nfo houve alteragio de TG com a
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castracho, deduzimos que a atividade da LPL ndo estava alterada. Em estudo cinético das
lipoproteinas marcadas radioativamente verificamos que a taxa fracional de remocdo
plasmatica da LDL estava diminuida em 30 % nos ammais CETP Tg castrados, sugenndo
que os niveis plasmaticos desta fragBo estavam aumentados, por diminuicio de seus
receptores hepaticos. No entanto, Tang et al. (1991) mostraram que © RNAm do receptor de
LDL nioc estava alterado por tratamento com testosterona em camundongos CS57BI/6
castrados. Também, Croston et al. (1997) mostraram que a transcriio do gene do receptor
da LDL nio ¢ modificada por agonistas de receptores de androgenos, porém estes
suprimem a estimulacio da transcrigio mediada por estrogenos.

Os niveis de HDL podem ser negativamente influenciados pela atividade da CETP
(Tall, 1995) e da LH (Thuren, 2000}. Tanto a CETP {ensaio exodgeno) como a LH ndo
variaram nas situaches experimentais. Assim, a diminuigiio da concentracdo da HDL nos
animais CETP Tg castrados nfio pode ser atribuida & variagio da quantidade de CETP ou
atividade da LH. Entretanto, a atividade enddgena da CETP estava aumentada em 20 %.
Este ensato reflete a influéncia dos substratos na reagiio da CETP, indicando gue ¢ aumento
de LP aceptoras (LDL) levou 2 um aumento da reagdo de transferéncia de CE, resultando
em diminuicio mais pronunciada da LP doadora (HDL). A diminuigio da fracdo de HDL-
colesterol observada poderia ainda ser atribuida a outros fatores independentes da CETP e
da LH. Tang ef al. (1991) relataram uma diminui¢io da sintese hepatica da apolipoproteina
A-T em camundongos machos castrados, o que reduziria a secre¢io de HDL para o plasma.
Quando fémeas de duas linhagens, C57BI/6] ¢ C3H/He], foram castradas e tratadas com
testosterona (Tang et al. 1991 a e 1991 b) houve aumento da expressdo da apo Al por
aumento do RNAm polissomal e consequente da sintese de apo Al, porém ndo houve

alteragio da concentragdo plasmatica de HDL~colesterol em relagdo aos controles (fémeas
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castradas e tratadas com placebo). Todavia, segundo Breslow (1989), as diferengas nos
niveis de HDL na populacio geral sio inversamente relacionadas com a velocidade de
catabolismo da ape-Al e apo-All e n¥o associadas com suas velocidades de sintese. Para
investigar este aspecto, imjetamos HDL marcada com 21 ¢ acompanhamos seu
desaparecimento do plasma. Embora os resultados nfo tenham atingindo significncia
estatistica, houve um aumento de 15 % da taxa fracional de remogio da HDL e reducfo de
15 % do tempo de residéncia desta particula no plasma dos camundongos CETP Tg
castrados. Juntos, a elevacio da velocidade de remocgo plasmatica (+15 %) e o aumento da
reacdo mediada pela CETP (+20 %) podem explicar 2 redugio da concentragio de HDL no
plasma dos animais CETP Tg castrados (-30%). Assim, podemos também deduzir que nos
animais ndo-Tg, & variacio da concentragio de HDL foi menor (-11 %) em consequéncia
de alteraciio apenas da velocidade de remociio da HDL, ja que eles nfo expressam CETP.
Poderiamos especular que o aumento da remogio da HDL pode ser consequéncia do
aumento dos receptores da particula inteira ou de remoc@io especificamente de seu
colesterol esterificado, processo denominado de captagio seletiva de colesterol esterificado,
o qual é mediado pelos receptores SR-BI . No entanto, a regulagdo da expressdo do SR-BI
envolve combinacBes variadas ¢ complexas de fatores de transcrigio em diferentes tipos
celulares. Por exemplo, o estrogeno induz ativagio da expressdo do SR-BI em macrofagos
hepéticos enquanto a suprime nos proprios hepatocitos (Trigatti et al. 2000). Por outro lado,
as gonadotrofinas (hCG, FSH, LH) estimulam a expressdo do SR-BI nos testiculos mas néo
no figado ¢ adrenais (Landschulz et al. 1996).

Haug et al. (1985) demonstraram que em ratos castrados, os niveis de
apolipoproteina E estavam aumentados na fragio HDL2b . Esta apolipoproteina possui uma

grande afinidade pelos receptores de LDL e LRP. Isso poderia levar a um aumento da
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captacio da HIDL plasmatica por estas vias. No entanto, isso ndo € provavel, uma vez que
levaria 2 uma reducdo de todas as LP e nfo apenas da HDL.

A suplementag8o com testosterona em machos e f8meas CETP Tg nfio modificou
significativamente seus perfis de lipoproteinas plasmaticas, exceto por um discreto aumento
de 35 % na fragio de VLDL-colesterol das fémeas. Contudo, os machos nfo-Tg
responderam 4 suplementagio com testosterona elevando significativamente a concentragio
de LDL-colesterol.

Buckler et al. (1997) mostraram gue mulheres pré-menopausa tratadas com baixas
doses de testosterona apresentaram niveis de VLDL-colesterol aumentados e diminuicdo
dos niveis de HDL-colesterol e ape A-I. Reduglo dos niveis de HDL-colesterol apds
suplementagio com testosterona também tem sido consistentemente observada em homens
saudaveis e atletas (Bagatell et al,, 1994; Anderson et el., 1995, Webb et al.| 1984),

Em camundongos, ¢ efeito da testosterona ¢ dependente do género e da linhagem
genética. Testosterona administrada em camundongos fémeas da linhagem C57Bl/6, sejam
intactas (Paigen et al. 1987) ou castradas {Tang et al. 1991a), ndo induziu qualquer
modificagio da concentragio de HDL-colesterol, embora tenha resultado em aumento de
sintese hepatica de apo Al (Tang at al. 1991a, 1991b). Em contrapartida, fémeas C3H
castradas e tratadas com testosterona exibiram reducio da concentragio de HDL-colesterol
(Tang et al. 1991a).

Por outro lado, van Vlijjmen et al (1996) mostraram que a administraciio de
testosterona a f8meas hiperlipidémicas gue expressam uma apo E mutada, a apoE3 Leiden,
promoveu aumento do clearance de VLDL e redugio da concentragio de VLDL+LDL, sem

alterar a concentragdo de HDL. Ainda, f€meas hiperlipidémicas por deficiéncia de apo E,
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quando castradas e tratadas com testosterona, mostraram aumento de HDL-colesterol
(Elhage, 1997).

A discrepincia entre todos estes resultados muito provavelmente deve-se aos
mesmos fatores genéticos que levam as diferentes linhagens de camundongos a exibirem
perfis de lipoproteinas plasmaticas distintos na condigfio basal.

As razBes pelas quais a expressio da CETP protegeu os camundongos transgénicos
contra a elevagio das LDL observada nos ndo-transgénicos em resposta 4 suplementagéio
com testosterona ndo sfo claras e merecem investigacdes adicionais.

F importante lembrar que os resuliados obtidos neste e nos varios estudos citados
podem ser consequéncia de metabélitos da testosterona, isto é, de estrogenos derivadoes da
aromatizacio da testosterona pela enzima aromatase, a qual ocorre nfio s6 no ovanic mas
também no figado, tecide adiposo, cortex da adrenal e parede arterial (Wilson et al., 1998;
Simpson et al., 1999). Friedl et al. (1990) observaram aumento de estradiol em homens
tratados com testosterona quando comparados aos tratados com testosterona -+ testolactona
(inibidor da aromatizagdo da testosterona) ou com metiltestosterona (androgeno gue néo €
metabolizado em estradiol). Recentemente, Nathan et al (2001) mostraram gue a
administragdo de um inibidor da aromatizacdio de testosterona a camundongos machos
hipercolesterolémicos aumentou a formagio de lesdes aterosclerdticas tanto quanto a
castracdo destes animais. Em contraprova, a administragio de testosterona aos animais
castrados reduziu a formacio das lesBes tanto quanto a administragiio de estradiol. Estes
resultados indicam que a testosterona atenuou o desenvolvimento da aterosclerose por ser

convertida em estrogeno pela aromatase expressa na parede do vaso.



CONCLUSOES

Em conjunto, nossos resultados mosiram que a resposta do perfil lipidico de
camundongos as variacSes da concentragio plasmética de testosterona ¢ dependente da
expressio da CETP. A deficiéncia da testosterona provoca aumento de lipoproteinas que
contém apo B e, dependendo da presenca de CETP, também ocorre redugfo pronunciada de
HDL. Por outro lado, doses supra-fisiologicas de testosterona elevam as lipoproteinas que
comtém apo B somente em camundongos que ndo expressam a CETP. Estas modificagfes
do perfil de lipoproteinas plasméaticas observadas, tanto frente "a deficiéncia quanto ao

excesso de testosterona, so consideradas aterogénicas.
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Observou-se que estas medidas ndo t8m valor discriminatério dos grupos. Segundo Fisher
et al., as concentracBes de testosterona no plasma de camundongos intactos variam snire
0,2 e 10,5 ng/mL. Segundo Tang et al., camundongos machos castrados apresentam 0,12

ne/mL e fémeas castradas 0,10 ng/mL de testosterona circulante.
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Concentragio plasmatica de testosterona (ng/mL) em camundongos C57 BY/6,

AVALIACAOI Castrados Sham
Camundongos
1 <0,14 0,51
2 <0,14 6,15
3 <0,14 0,16
4 <0,14 <0,14
5 0,38
6 <(,14
7 <0,14
8 <0,14
9 <0,14
10 0,09
AVALIACAO T Castrados Sham Intactos
Camundongos
1 <0,20 0,45 493
2 <0,20 0,21 <0,20
3 <0,20 <0,2¢ 0,50
4 <G,20 <(,20 (.44
5 <0,20 <0,20 <0,20
6 <0,20 <0,20 0,26
7 31,7
8 1,45
9 1,1
10 <0,20
AVALIACAO I
Camundongos Fémess Machos
intactas ntactos
1 <(,20 (4,30
<0,20 <0,20

AVALIACAQ I: Endoclinicas de Sio Paulo 8/C Lida., II: Prevelab, II: Laborat6rio de Patologia
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