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RESUMO

As diferengas entre géneros quanto ao perfil de lipoproteinas (LLP) plasmaéticas e risco de
doencas aterosclerdticas sdo geralmente atribuidas aos efeitos protetores dos estrogenos e/ou
pré-aterogénicos dos andrégenos. Neste trabalho realizamos trés estudos dos efeitos de
variacdes da concentracdo de testosterona sobre o metabolismo das LP e aterosclerose em
camundongos que expressam a proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP) com ou
sem deficiéncia parcial do receptor de LDL. No primeiro estudo, mostramos que a deficiéncia
de testosterona aumentou os niveis plasmdticos de LDL e de anticorpos anti-LDL oxidada e
duplicou o tamanho médio da lesdo aterosclerdtica da raiz da aorta. A expressio da CETP
neste modelo levou a um menor aumento de LDL e redugdo significativa do tamanho da lesdo
aterosclerdtica. No segundo trabalho, comparamos os efeitos da suplementacdo com
testosterona, na sua forma metabolizdvel ou ndo. Mostramos que a testosterona, seja
metabolizdvel ou ndo, induziu elevagdes significativas de LDL e HDL. Somente a testosterona
metabolizdvel aumentou a expressdao da CETP e reduziu a de lipase hepdtica. No terceiro
estudo, investigamos a interacdo entre os efeitos da testosterona ndo metabolizdvel
(Mesterolona) e do exercicio fisico. Verificamos que o exercicio fisico aumentou HDL, de
maneira mais potente nos animais que expressavam a CETP e nos animais que ndo foram
tratados com Mesterolona. O exercicio também reduziu a atividade da CETP, os niveis de
triglicérides e 4cidos graxos livres, independentemente do tratamento com Mesterolona. O
tratamento com Mesterolona aumentou VLDL, independente do gendtipo e do estado de

atividade fisica, e reduziu HDL nos animais exercitados.
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ABSTRACT

Gender differences in lipoprotein profile and atherosclerotic disease risk are generally
attributed to an attenuating effect of estrogen and/or to a proatherogenic action of androgens.
In this work we studied the effects of dificiency and excess of testosterone on the lipoprotein
metabolism and development of atherosclerosis in transgenic mice expressing CETP with or
without partial deficiency of the LDL receptor. In the first study, we showed that testosterone
deficiency increased the levels of plasma LDL-cholesterol, and the titers of auto-antibodies
anti-oxidized LDL and doubled the size of atherosclerotic lesions in the aortic roots. CETP
expression in this animal model led to a less pronounced elevation of LDL-cholesterol and
reduced significantly the atherosclerotic lesion size. In the second study, we compared the
effects of two types of testosterone supplementation, metabolizable or not. We showed that
either type of testosterone induced significant elevations in LDL- and HDL- cholesterol.
Howerver, only the metabolizable testosterone promoted an increase in the CETP and a
reduction in the hepatic lipase expression. In the third work, we investigated the interaction
between the effects of non metabolizable testosterone (mesterolone) and physical exercise. We
observed that the physical exercise increased HDL, more potently in animals expressing
CETP and without mesterolone treatment. Physical exercise also reduced the CETP activity,
triglycerides and free fatty acids levels, independently of the mesterolone treatment. The
treatment with mesterolone increased VLDL, independently of the genotype and physical

active state, and reduced HDL in the exercised mice.
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LISTADE ABREVIATURAS
ABCALI - ATP-binding cassete transporter-Al
AGL - Acidos graxos livres
AN - Androgenol
apoAl - Apolipoproteina Al
apoAll- Apolipoproteina All
apoE - Apolipoproteina E
AR - Receptor androgénio
CE - Colesteril éster
CETP - Proteina de transferéncia de colesteril éster
COL - Colesterol
DAC - Doenga arterial coronariana
DHT - Diidrotestosterona
DT - Durateston
EAA - Ester6ides androgénicos anabolizantes
ER - Receptor estrogénio
FPLC - Cromatografia liquida de alta resolugdo
HDL - Lipoproteina de alta densidade
HMG-CoA - 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A redutase
IDL - Lipoproteina de densidade intermedidria
LCAT - Lecitina: colesterol acil transferase
LDL - Lipoproteina de baixa densidade
LDLR1 - Camundongo com 1 alelo do gene do receptor da LDL inativado
LH - Lipase hepatica
LP - Lipoproteina
LPL - Lipoproteina lipase
LRP- LDL receptor related protein
MEST - Mesterolona
QM - Quilomicrom
SR-B1 - Receptores scavenger, classe B tipo 1
Tg - Transgénicos
TG - Triglicérides
TRC - Transporte reverso do colesterol

VLDL - Lipoproteina de densidade muito baixa
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I- APRESENTACAO

A proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP) é uma proteina que, no
compartimento plasmético de mamiferos, promove um fluxo resultante de colesteril éster (CE)
das HDL para as lipoproteinas (LP) que cont€ém apoproteina B (apoB-LP): quilomicrons,
VLDL, LDL (Tall, 1993). Este processo de transferéncia é bidirecional, ocorre em troca de
triglicérides (TG) ou de CE (homo ou heteroexchange) e nao é equimolar (Oliveira e Quintdo,
1996). Portanto, a acdo da CETP altera a composicao quimica e a distribuicdo de colesterol nas
lipoproteinas plasmadticas, e com isso, a atividade desta proteina pode alterar o risco de
desenvolvimento de aterosclerose, o qual é positivamente correlacionado as concentragdes de
LDL e inversamente correlacionado as concentragdes de HDL.

Em seres humanos, a deficiéncia genética de CETP acompanhada de altas concentragcdes
de HDL-colesterol (>60 mg/dL) estd estatisticamente correlacionada a um menor risco de
doenca arterial coronariana (DAC). No entanto, individuos com deficiéncia de CETP com
niveis moderadamente altos de HDL (40-60 mg/dL) apresentam maior risco de DAC (Zhong et
al, 1996). Estudos em camundongos transgénicos t€ém mostrado que a expressao da CETP pode
ser pro- ou anti-aterogénica dependendo do contexto metabdlico (Marotti et al., 1993; Plump et
al., 1999; Hayek et al., 1995; Foger et al., 1999; Cazita et al., 2003; Berti et al., 2005). Isso cria

a necessidade de se investigar o papel da CETP em cada situagdo metabdlica especifica.

O interesse maior de nosso grupo de pesquisa € investigar a regulacdo hormonal da
expressdo do gene da CETP, seu impacto sobre o metabolismo das LP e sobre o
desenvolvimento de aterosclerose em diversas condi¢des fisiopatolégicas. Neste trabalho, a

nossa ateng@o voltou-se para os hormonios sexuais masculinos.

As diferencas dos géneros quanto ao risco de DAC sdo geralmente atribuidas a efeitos
protetores dos estrégenos e/ou pré-aterogénicos dos andrégenos (Green & Bain, 1993; Sullivan
et al, 1998). No entanto, o papel dos androgenos no metabolismo das LP € controvertido.
Enquanto em diversos modelos experimentais seu uso aumenta a severidade da aterosclerose
(Adams et al 1995; Fischer et al, 1985), em outros estudos € a deficiéncia de testosterona que

prejudica o perfil lipoproteico e aumenta a aterosclerose (Xu et al., 2002; Nathan et al., 2001).



Os niveis plasmaticos de CETP diferem nos homens e mulheres (Stevenson, 1998), porém
tratamentos com testosterona ou estrogenos ndo alteram a atividade da CETP no plasma de
seres humanos e animais (Buckler et al, 1997; Tan et al.,1998; Vadlamudi et al, 1998; Tilly-
Kiesi et al, 1997; Zuckerman et al, 1999). Recentemente, foi mostrado que, apesar da castragao
ndo alterar a expressdo da CETP em camundongos transgénicos fémeas, houve uma protecao
significativa no desenvolvimento de aterosclerose conferida pela expressio da CETP nas

fémeas castradas (Cazita et al, 2003).

Assim, o primeiro objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos envolvidos nas
alteragcdes das LP na deficiéncia de testosterona e testar a hipdtese de que a expressao da CETP

também modula a aterosclerose em machos deficientes de testosterona.

A deficiéncia de testosterona € uma situacdo experimental importante para demonstrar o
papel da testosterona no metabolismo das LP e na expressdo de proteinas especificas, bem
como para a compreensdo das repercussdes de estados como retardo do desenvolvimento
puberal e hipogonadismo. Por outro lado, a suplementa¢do com testosterona tem sido indicada
em diversas situacdes tais como reposi¢do hormonal para hipogonadismo, individuos idosos,
pOs-cirurgia de castragdo por cancer de préstata ou de testiculo, como anabolizante para
pacientes terminais e também, como anabolizante para aumentar o rendimento esportivo ou
para modelagem corporal (Mottram & George, 2000, Alexandersen and Christiansen, 2004,
Swerdloff & Wang , 2004). Diversos efeitos colaterais sdo descritos, os quais variam em fungao
do tipo de testosterona, dose e tempo de uso, entre eles estdo alteragdes no perfil de LP e
doencas cardiovasculares (Mottram & George, 2000, Hartgens and Kuipers, 2004). Assim, em
um segundo estudo, avaliamos o efeito da suplementagdo dos camundongos transgénicos com
testosterona, na sua forma metabolizdvel ou ndo, sobre a expressdo da CETP e sua repercussao
no metabolismo das HDL.

Como a suplementagdo com testosterona € muito utilizada em associagdo com
treinamento fisico, € como existe controvérsia sobre o efeito do exercicio fisico na expressio da

CETP (Gupta et al., 1993; Seip et al., 1993), um terceiro estudo foi realizado com o objetivo de



estudar a interacdo entre treinamento fisico e suplementacio com testosterona nao

metabolizavel sobre a expressdo da CETP e concentragdo das LP plasmaticas.



II-INTRODUCAO

I1.1- Metabolismo de lipoproteinas e aterosclerose

A aterosclerose, principal responsavel pela patogénese do infarto miocardico e cerebral,
da gangrena e outras doengas vasculares periféricas, permanece como principal causa de
morbidade e mortalidade nas populacdes “ocidentalizadas”. Anormalidades no metabolismo
das lipoproteinas plasmadticas, principalmente em lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de
alta densidade (HDL), sdo fatores de risco primdrios para aterosclerose, cuja lesdo mais
precocemente reconhecivel caracteriza-se por uma agregacdo de macréfagos carregados de
colesterol (foam cells) e linfécitos T na intima arterial, a chamada fatty streak. A ubiquidade
do processo aterosclerdtico € atestada pela deteccdo de fatty streaks em 50% das autdpsias
realizadas em corondrias de criancas entre 10 e 14 anos. As lesdes iniciais progridem em fungao
de uma resposta inflamatoria-fibroproliferativa exagerada ao dano ou disfuncdo das células
endoteliais e musculares lisas da parede arterial (Ross, 1993).

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

H4 cinco classes principais de lipoproteinas plasmadticas (LP) transportadoras de
lipideos, classificadas de acordo com a sua densidade: as LP de alta, baixa, intermedidria e
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 migragdo eletroforética
porque t€m composi¢do lipidica e protéica distintas. QM e VLDL sdo as chamadas LP ricas em
triglicérides (TG), de origem intestinal e hepatica, respectivamente. Essas LP sdo metabolizadas
no compartimento vascular pela lipoproteina lipase (LPL) que hidrolisa seus TG gerando
particulas remanescentes de quilomicrons e de VLDL enriquecidas em colesterol. As IDL sdo
os produtos intermedidrios e 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
plasmadtico € encontrado nessa fracdo). As IDL e LDL sao removidas da circulacdo sanguinea
via receptores de LDL amplamente expressos em tecidos em proliferacdo, tecidos

esteroidogénicos (gonadas e adrenal) e principalmente figado (Brown e Goldstein, 1986). Os



remanescentes de QM e as IDL sdo também rapidamente captados por outros receptores
hepéticos chamados LRP (LDL receptor related protein) (Herz et al., 1988). Uma vez dentro da
célula, o colesterol derivado das LP exerce varias acodes regulatdrias, incluindo a repressdo da
expressdo da enzima que catalisa a etapa limitante da biossintese do colesterol, a HMG-CoA
redutase, e a repressdo da transcri¢do do gene do receptor da LDL. Desta forma, as células se
protegem de um aumento excessivo da concentragdo de colesterol. Por outro lado, na
deficiéncia de colesterol, as células aumentam a expressdao da HMG-CoA redutase estimulando
a sintese de novo de colesterol e aumentam também a expressdo dos receptores de LDL
promovendo captagdo do colesterol ex6geno. Os mecanismos moleculares envolvidos nesta fina
regulacdo da concentragdo intracelular de colesterol foram elegantemente elucidados pelos
prémios-Nobel, Michael Brown e Joseph Goldstein (Brown e Goldstein, 1997). Como
consequéncia, a concentracdo de LDL no plasma varia em fun¢do do nimero de receptores de
LDL nos tecidos, principalmente no figado. Estes 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.

Concentracdo elevada de LDL plasmadtica resulta em aumento da quantidade de LDL que
se infiltra no espaco subendotelial. A LDL interage com elementos da matriz extracelular (ex.:
glicosaminoglicanos e coldgenos) e fica retida por mais tempo neste microambiente, onde sofre
alteragdes quimicas tais como oxidacdo e protedlise. Esta LDL quimicamente modificada
estimula as células endoteliais a expressarem moléculas de adesdo facilitando a adesdo e
transmigracdo de células linfomonocitdrias 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 scavenger. Diferentemente dos receptores de
LDL, os receptores scavenger ndo sao regulados e os macrofagos captam as LDL modificadas
de maneira continua transformando-se em foam cells . Com o tempo, as foam cells morrem e
vao constituir o nicleo necrético da lesdo aterosclerdtica avancada. Células musculares lisas
também migram da camada adventicia para intima, proliferam-se e eventualmente
transformam-se em foam cells. O processo ocorre em progressdo geométrica com a participagao
de um grande nimero de fatores de crescimento, citocinas e moléculas vasoregulatorias (Ross,

1993; Lusis, 2000 e Libby, 2000).



I1.2- Transporte reverso de colesterol

Alteracdes dos niveis plasmdticos de LDL- e HDL-colesterol produzem efeitos muito
distintos no risco relativo para doenga arterial coronariana. Este risco estd diretamente
correlacionado a concentracdo plasmética de LDL-colesterol e inversamente a concentragio
plasmatica de HDL-colesterol (Huusknen e Ehnholm, 2000; Pedersen, 2001; Assmann, 2001,
Muller, 2003). Uma das teorias que explica o papel atero-protetor da HDL é o chamado
transporte reverso de colesterol (TRC) um eficiente mecanismo para descartar o excesso do
colesterol dos tecidos através da excrecdo pelo figado. Este sistema envolve o efluxo de
colesterol livre das membranas celulares, via transportador ABCA1 (ATP binding cassete
transporter) (Dean et al., 2001; Oram et al., 2000) para as apoA-I pobres em lipideos e para as
proprias HDL. Os passos subseqiientes do TRC sdo a esterificacdo do colesterol pela LCAT
(lecithin-cholesterol acyl transferase) (Glomset, 1968) e a transferéncia do colesteril éster (CE)
para lipoproteinas ricas em TG mediada pela CETP (Hesler et al., 1987; Tall et al., 2000).
Posteriormente, o CE pode ser transferido para o figado diretamente da HDL através dos
receptores SR-BI (Acton et al., 1996; Landschulz et al., 1996) e indiretamente das apoB-LP,
através do receptor de LDL (Brown & Goldstein, 1986) e do LRP (Herz et al., 1988). A a¢do da
CETP na HDL facilita a velocidade de efluxo de colesterol da célula e esterificacdo de
colesterol pela LCAT (Oliveira et al., 1997). Também a ac¢do combinada da CETP e lipase
hepatica na HDL, madura, regenera HDL3; e pré-beta-HDL, subfracdes que sdo melhores
aceptoras de colesterol das células (Bruce et al., 1998), e facilita a captag@o seletiva de CE de
HDL por células que expressam SR-BI (Collet et al., 1999). As HDL tém ainda outras
propriedades anti-aterogénicas, tais como acdo anti-inflamatéria, anti-oxidante e anti-

trombogénica (Stein & Stein, 1999; Kwiterovich, 2000).

I1.3- Regulacao do gene da CETP

A CETP é uma glicoproteina plasmética hidrofébica constituida por 476 aminoécidos, e
seu peso molecular aparente varia de 66 a 74 KDa em gel de poliacrilamida com SDS. Seu
gene situa-se no braco longo do cromossomo 16 e consiste de 16 exons e 15 introns, perfazendo
um total de 25 Kb de DNA gendmico (Tall, 1995).

Nos seres humanos, os 6rgaos que mais expressam o mRNA da CETP sao o figado, baco

e tecido adiposo, e niveis mais baixos de expressdo sdo encontrados no intestino delgado,



adrenal, rim e coracdo (Jiang et al., 1991 e Drayna et al., 1987). A sintese hepdtica parece ser a
maior fonte de CETP no plasma dos primatas (Son et al., 1986). Em vdrias espécies (humanos,
primatas, coelhos, hamsters) observa-se que o tecido adiposo apresenta a maior conservagao da
expressdo do mRNA da CETP (Jiang et al., 1991), porém camundongos e ratos ndo apresentam
ou apresentam muito baixa atividade da CETP no plasma (Ha & Barter, 1982).

A expressdo génica da CETP pode ser regulada por estimulos nutricionais, hormonais e
inflamatoérios (Tall, 1993;1995).

Em uma variedade de espécies, coelhos (Quinet et al., 1990), macacos (Quinet & Tall,
1991), hamsters (Jiang et al., 1991), camundongos transgénicos (Jiang et al., 1992) e seres
humanos (Martin et al., 1993), observou-se aumento do mRNA da CETP em resposta a dieta
rica em colesterol. A hiperlipidemia enddgena pode induzir aumento da expressdo do gene da
CETP por um mecanismo similar ao observado com dieta rica em colesterol (Tall, 1995).
Oliveira et al (1996) localizaram a regido responsiva ao colesterol no promotor do gene da
CETP, enquanto Lou & Tall (2000) mostraram que o transativador LXR (Liver X receptor) era
o responsdvel pela ativagdao do gene da CETP na vigéncia de dieta rica em colesterol.

A hiperinsulinemia produzida durante o procedimento de ‘“clamp” euglicémico-
hiperinsulin€mico diminui a atividade da CETP em diabéticos do tipo 2 (Sutherland et al.,
1994). Em hamsters, o mRNA da CETP no tecido adiposo estd aumentado durante o jejum e
diminuido com a alimentacdo (Jiang et al., 1991). Recentemente, Berti et al (2003) mostraram
que a insulina regula negativamente a expressao da CETP.

Hormonios da tiredide também podem alterar a expressdo da CETP. Tan et al. (1998)
verificaram uma diminui¢do da atividade da CETP em pacientes hipotireoideos e um aumento
nos pacientes hipertireoideos, quadro que foi revertido com o tratamento para restabelecer a
funcdo tireoideana. Em estudos com camundongos transgénicos para CETP, observou-se que o
excesso de hormonio tireoideano aumentou a atividade plasmdtica da CETP, enquanto no
hipotireoidismo ndo houve alteracdo da CETP (Berti et al., 2001).

A expressio do gene da CETP ¢ influenciada também pelos corticoesterdides.
Tratamento com corticoesteréides em seres humanos e camundongos transgénicos para CETP
induziu diminuicdo das concentra¢des plasmaticas da CETP (Tall,1995). Nos camundongos
transgénicos para CETP esse efeito foi mediado por uma diminuicdo do mRNA da CETP no

figado (Masucci-Magoulas et al., 1995).



Mulheres normolipidémicas apresentam maiores concentracdoes plasmdticas de CETP que
homens (Stevenson, 1998; Kinoshita et al., 1996; Marcel et al., 1990) bem como as pré-
menopausadas quando comparadas as pds-menopausadas (Zhang et al., 2001). No entanto,
Kinoshita et al. (1996) ndo observaram variacdo de CETP em mulheres ao longo da idade, 31 a
70 anos. A atividade plasmética da CETP encontra-se diminuida durante a gestacdo em coelhos.
No entanto, estd aumentada no segundo e terceiro trimestre de gestacdo em seres humanos.
Diversos tratamentos com estrégeno ou testosterona parecem nado alterar a atividade da CETP
no plasma de seres humanos (Buckler et al., 1997; Tilly-Kiesi et al., 1997; Tan et al., 1998) e
animais (Vadlamudi et al., 1998; Zuckerman et al., 1999). Em camundongos, tanto a
ooforectomia (Vladamudi et al., 1998) quanto a administracdo de 17f-etinil estradiol
(Zuckerman et al., 1999) ndo alteraram a atividade da CETP. A castracdo em fémeas de
camundongos transgénicos para CETP mostrou que a expressdo desta proteina ndo estava
alterada pela deficiéncia de estrégeno (Cazita et al., 2003). Mesmo assim, a expressdao da CETP

reduziu o desenvolvimento de aterosclerose nas fémeas castradas (Cazita et al., 2003).

I1.4- CETP e aterosclerose

A acdo da CETP modifica a distribuicdo de colesterol nas lipoproteinas plasmaticas, e
com isso, a atividade desta proteina pode alterar o risco de desenvolvimento de aterosclerose
(Tall, 1995). A atividade da CETP induz o enriquecimento das apoB-LP com colesteril éster.
Estas podem aumentar a quantidade de colesterol transportado para os tecidos extra-hepdticos,
inclusive parede arterial (acdo aterogénica). Entretanto, se ndo houver limitacdo da via de
captacdo de colesterol pelo figado, de onde este pode ser excretado na bile, a agcdo da CETP
pode ser considerada anti-aterogénica (Tall, 1995).

A deficiéncia genética da CETP foi documentada pela primeira vez em 1985 por
Kurasawa e Koizumi e seus colaboradores. Desde entdo, mutagdes e polimorfismos nas regioes
codificadoras e regulatérias do gene da CETP tém sido descritos e sua relacdo com
aterosclerose investigada em populacOes asidticas, caucasianas, afro-americanas e outras
(Nagano et al., 2004; Thompson et al., 2004). Em seres humanos, a deficiéncia genética de
CETP acompanhada de altas concentracdes de HDL-colesterol (>60mg/dL) estd

estatisticamente correlacionada a um menor risco de doenga arterial coronariana (DAC). No



entanto, individuos com deficiéncia de CETP com niveis moderadamente altos de HDL (40-60
mg/dL) apresentam maior risco de DAC (Zhong et al., 1996). Estudos com inibidores da CETP
tém sido considerados como terapia anti-aterogénica (Okamoto, et al., 2000; Huang et al., 2002;
Barter et al., 2003, Clark et al., 2004; Brousseau et al., 2004).

Durante os ultimos anos, estudos com camundongos geneticamente modificados
mostraram que a acdo da CETP € claramente dependente do contexto metabdlico. O papel
protetor da CETP foi demonstrado em camundongos transgénicos expressando CETP em
condi¢des de hipertrigliceridemia (Hayek et al., 1995), na super expressdo da LCAT (Foger et
al., 1999; Berti et al., 2005), na super expressdo da apoB combinada com deficiéncia da
lipoproteina lipase e diabetes (Kako et al., 2002) e em camundongos ovariectomizados (Cazita
et al., 2003). Contudo, outros autores observaram acdes pro-aterogénicas em camundongos que
expressam a CETP em concentracdes supra-fisiolégicas (Marotti et al.,1993) em
hipercolesterolemia severa por auséncia completa de receptores LDL ou da apoE (Plump et
al.,1999) e em ratos hipertensos (Herrera et al.,1999). H4 ainda situagdes onde a expressiao da

CETP € neutra para o desenvolvimento de aterosclerose (Foger et al., 1999; Berti et al., 2005).

I1.5- Hormonios sexuais, lipoproteinas e doenca coronariana

Hormonios sexuais sdo reguladores chave do metabolismo das LP, o que se verifica pela
diferenca nos perfis lipoprotéicos que emergem na puberdade. Ocorrem mudancas dindmicas
nos niveis séricos das LP durante a maturacdo sexual antes do padrdo adulto estabelecer-se
(Srinivasan et al.,1985). Meninas possuem niveis mais altos de VLDL-colesterol e niveis
similares de HDL-colesterol quando comparadas aos meninos. Durante a adolescéncia, os
niveis de HDL- e LDL-colesterol diminuem, sendo a diminui¢do de HDL-colesterol mais
pronunciada em meninos do que em meninas. Meninos, diferentemente das meninas, continuam
a apresentar um aumento em VLDL-colesterol. Os niveis de HDL-colesterol estdo relacionados
negativamente com a testosterona em meninos puberes e positivamente com estradiol em
meninas puberes. Essas observacdes demonstram que as alteracdes nas lipoproteinas em
adolescentes estdo altamente relacionadas aos hormonios sexuais (Srinivasan et al., 1985).

Em geral, homens adultos t€ém maiores niveis de LDL e menores niveis de HDL que as

mulheres pré-menopausadas da mesma idade. Observa-se também um menor risco para doenca



coronariana (DC) nessas mulheres quando comparadas aos homens e as mulheres p0s-
menopausadas (Bagatell & Bremner, 1995; Legato, 2000).

A testosterona é o principal hormodnio masculino. E sintetizado nas células de Leydig do
testiculo e no cortex da glandula adrenal, porém neste dltimo em quantidade muito pequena
(Griffin et al., 1998). Vermuelen et al. (1980 e 1985) e outros demonstraram que os niveis de
testosterona diminuem com a idade. Essa diminui¢do frequentemente comeca antes dos 30 anos
em homens aparentemente sauddveis (Simon et al., 1992; Freedman et al., 1991. No entanto, os
niveis de HDL-colesterol em homens permanecem constante a cada década da vida adulta
(Kannel, 1988). Em uma revisao, Barrett- Connor (1995) mostrou que entre treze estudos com
homens adultos, dez observaram que os niveis de testosterona total estavam significativamente
e positivamente correlacionados com HDL-colesterol; exatamente o oposto do esperado se a
testosterona fosse responsavel pelos menores niveis de HDL.

Virios fatores que afetam os niveis de HDL-colesterol também estdo associados com
niveis enddgenos de testosterona (Heiss et al., 1980). Por exemplo, obesidade masculina
(deposito de gordura central ou no tronco) estd associada com dislipidemia e baixos niveis de
testosterona (Kannel, 1988; Stefanick et al., 1987; Seidell et al., 1991; Pasquali et al., 1991;
Phillips, 1993).

Por outro lado, vérios autores relataram aumento da fracio LDL-colesterol em situagdes
de deficiéncia de testosterona em diferentes espécies, inclusive em seres humanos
hipogonddicos (Oppenheim et al., 1989; Alexandersen et al., 1999; Haug et al., 1985; Uyanik et
al., 1997; Heiss et al., 1980). Haug et al (1985), também observaram aumento nos niveis de
apoB em ratos castrados. Uma diminui¢cdo da HDL foi observada em estudos realizados em
homens hipogonddicos (Tan et al., 1998; Ozata et al., 1996) e em camundongos castrados
(Grainger et al., 1995). Contudo, outros autores encontraram o inverso, i.., aumento ou
nenhuma variacdo nos niveis de HDL em homens com deficiéncia de testosterona (Bagatell et
al., 1992; Von Eckerdstein et al., 1997; Tang et al., 1991; Oppenheim et al., 1989;
Alexandersen et al., 1999), em macacos (Greger et al., 1990) e camundongos castrados
(Reckless et al., 1997).

Solyom j4 havia relatado em 1971, em seus trabalhos com fisiculturistas e halterofilistas,
a habilidade da testosterona e seus derivados em induzirem modificacdes desfavordveis no

perfil lipoprotéico. Supressdo dos niveis de HDL apds suplementacio com testosterona em
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individuos sauddveis também foi observada por outros (Bagatell et al., 1994; Zmuda et al.,
1993; Anderson et al., 1995). Outros autores relataram pequeno ou nenhum efeito da
testosterona sobre a concentracdo de LDL-colesterol (Webb et al., 1984; Hinkel et al.,1985;
Kirkland et al., 1987; Sorva et al., 1988; Thompson et al., 1989; Frisch & Sumida, 1999).

As razdes para estas discrepancias de resultados ndo sdo claras. Entretanto, elas podem
estar relacionadas a diferencas na etiologia do hipogonadismo, variabilidade entre as espécies
animais estudadas, a via de administra¢do, o tipo e a dose de hormonio utilizado e o tempo de
tratamento. Um levantamento detalhado sobre os efeitos da testosterona e seus derivados sobre

os lipideos e LP em varias espécies € apresentada no ANEXO 1.

I1.6 - Condicionamento fisico e metabolismo das lipoproteinas

Virios estudos t€ém documentado os efeitos do exercicio fisico sobre a concentracio
plasmadtica dos lipideos. Estd descrito que o exercicio aumenta os niveis de HDL-colesterol em
humanos (Haskell, 1984; Wood & Haskell, 1979; Hoffman et al., 1967; Hartung et al., 1980;
Martin et al., 1977; Criqui et al., 1980; Wood et al., 1977; Enger et al., 1977; Lehtonen &
Viikari, 1978). Esse aumento pode estar associado com um aumento da atividade da LPL e uma
diminuicdo das concentracdes plasmaticas de TG (Peltonen et al., 1981; Robinson et al., 1970;
Huttunen et al., 1976; Nikkila et al., 1978). Herbert et al. (1984) e Thompson et al (1991)
mostraram que treinamento fisico em humanos estava associado com elevacdo das
concentragdes de HDL-colesterol por aumentar o tempo de residéncia de apoAl e apoAll de
HDL no plasma.

Gupta et al. (1993) observaram em atletas aumento da atividade da LCAT e CETP,
diminuicdo nos niveis de LDL-colesterol e apoB, como também aumento da remocdo de
colesterol livre em cultura de fibroblastos de atletas. Contudo, os niveis de HDL-colesterol e
apoAl estavam similares aos controles sedentdrios. Tsopanakisc et al. (1988), comparando
diferentes esportes, relataram aumento da atividade da LCAT plasmatica de 2,2 a 7 vezes nos
esportistas em relagdo aos individuos sedentdrios. Em outro estudo com atletas, os efeitos
observados apés uma prova de ciclismo de longa distancia indicaram diminui¢cdo nos niveis
plasmaticos de colesterol total, triglicérides, apoB, massa e atividade da CETP, quando
comparados com os valores pré-prova (Foger et al., 1999). Siep et al. (1993) observaram que o

treinamento fisico durante 1 ano em homens e mulheres normolipidémicos diminuiu os niveis
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de triglicérides, a concentracdo plasmatica de CETP e aumentou a concentragdo de HDL-
colesterol. Entretanto, Thomas et al. (1985), em estudo com jovens universitirios, nao
observaram alteracdes nos niveis plasmaticos de colesterol total, HDL-colesterol, apo Al e
apoB ou LCAT, apés treinamento com corrida intervalada e continua durante 11 semanas.
Estudos em animais tém também avaliado o papel do exercicio fisico no metabolismo dos
lipideos. Exercicios em ratos tratados com dieta hipercolesterolémica provocaram aumento nos
niveis de HDL-colesterol (Pels et al., 1991), mas tal efeito ndo foi observado em ratos
normolipidémicos (Pels et al., 1985). O treinamento fisico nos ratos aumentou tanto o tempo de
residéncia de HDL-CE e apolipoproteinas como também as concentragdes de HDL-colesterol
(Pels et al., 1991). Em porcos, o exercicio também mostrou uma tendéncia em aumentar os
niveis de HDL-colesterol. Em alguns estudos, esse efeito ndo foi estatisticamente significativo
(Gross et al., 1983; Pedersoli, 1978; Stucchi et al., 1991; Van Oort et al., 1987). von Duvillard
et al. (2000), em estudos com porcos tratados com dieta hipercolesterolémica e submetidos ao
exercicio, observaram prolongado tempo de residéncia e aumento da concentracdo de HDL-CE
no plasma. Stucchi et al. (1991) mostraram que treinamento fisico prolongado em porcos
resultou em aumento do tempo de residéncia de LDL-colesterol no plasma sem afetar

significativamente os niveis plasmaticos de colesterol total e TG.

I1.7- A testosterona e seus metabdlitos

A funcdo dos hormdnios testiculares na fisiologia foi estabelecida em estudos de
castracdo masculina na antiguidade e confirmou o experimento de transplante testicular
realizado por Berthold em 1849 (Wilson, 2001). Mas a moderna fisiologia dos andrégenos
iniciou-se quando Bouin e Ancel deduziram o papel das células de Leydig na formagdao dos
hormonios testiculares em 1903. Porém, somente em 1935, David e colaboradores conseguiram
isolar a testosterona, um dos mais potentes hormonios androgénicos. Neste mesmo ano,
Ruzicka e Wettstein a sintetizaram-na (Goodman & Gilman, 1996).

A biossintese da testosterona ocorre nas células de Leydig dos testiculos e nas glandulas
adrenais nos homens e apenas pelas glandulas adrenais nas mulheres (Mottram et al., 2000).
Nos modelos animais utilizados em laboratério, nominalmente, ratos, camundongos, guinea pig,

e todos os outros (exceto macacos), a secre¢ao dos esterdides sexuais ocorre exclusivamente nas
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gbOnadas (Labrie et al., 1997). Nestas espécies de animais, ndo hd quantidade significante de
andrégenos e estrogenos na circulagdo apds a castragao.

O colesterol € o precursor dos hormo6nios sexuais e pode ser sintetizado a partir de acetil
coenzima A ou obtido da LDL plasmadtica que entra na célula via receptor de LDL. Em ratos, a
sintese de colesterol dentro da célula de Leydig € a principal fonte de substrato para a sintese de
testosterona, mas em humanos as duas fontes (sintese de novo e captacdo de LDL) tém igual
importancia (Goldstein et al., 1979).

Cinco etapas enzimdticas estdo envolvidas na conversdo de colesterol em testosterona:
CYP11A1 (21, 22 desmolase, enzima da clivagem da cadeia lateral do colesterol), 33-HSD
(3B-hidroxiesteroide dehidrogenase-isomerase), CYP17 (17a-hidroxilase), CYP17 (17,20-
liase) e 17B-HSD (17B-hidroxiesteroide dehidrogenase). Embora a 17a-hidroxilase e 7,20-liase
tenham sido reconhecidas como enzimas separadas, a purifica¢do e reconstituicao in vitro de
suas atividades enzimdticas indicam que ambas atividades sdo desempenhadas por uma unica
enzima do sistema citocromo P450 (CYP17). A etapa limitante da sintese € a conversao de
colesterol em pregnenolona, a qual é controlada pelo horm6nio hipofisario LH e catalisada pela
enzima CYP11A1 (Griffin et al., 1998 e Miller, 1988) (Figura 1).

Além da testosterona, os testiculos secretam pequenas quantidades de diidrotestosterona
(DHT), androsterona, androstenediona, 17-hidroxiprogesterona, progesterona e pregnenolona
(Catt & Dufau, 1973). Os principais sitios de formagdo e acdo da DHT sdo extra-gonadal
(Wilson, 2001) e a androstenediona € um androgénio muito fraco, sendo que sua fun¢do como
andrégeno ocorre apenas quando € convertido a testosterona ou DHT nos tecidos alvo (Wilson,
2001). A testosterona e a androstenediona, mas ndo a DHT, servem como um precursor de
estrogeno extra-gonadal. Além disso, no homem sauddvel, pequena quantidade de estradiol
(20% do total) sdo secretadas diariamente pelos testiculos. As funcdes da pregnenolona,
progesterona e 17-hidroxiprogesterona em machos nao sio conhecidas (Griffin et al., 1998).

No plasma, apenas 0,5- 4% dos hormodnios esterdides sexuais estdo livres e ndo formam
complexos com proteinas plasmadticas. Aproximadamente 60% da testosterona e DHT
plasmaticas estdo ligadas a uma glicoproteina hepética chamada SHBG (sex-hormone-binding
globulin). A maior parte da testosterona remanescente estd ligada a albumina e a outras

proteinas (Heinlein & Chang, 2002). A SHBG também liga So-androstenediol
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/androstenediona. Os estrogenos possuem menor afinidade de ligagdo com a SHBG do que os
androgenos (Terasaki et al., 1988). As fracdes ligadas a SHBG servem como reservatdrio
circulante de andrégeno e em geral apenas as fracdes de testosterona e outros andrégenos livres
ou frouxamente ligados a albumina se difundem para dentro das células e sdo biologicamente
ativos. Entretanto, existem receptores para o complexo SHBG-esteréide na membrana celular
de tecidos-alvos incluindo proéstata, testiculos, mama e figado. A concentracdo de SHBG ¢é
aumentada por hormonio tireoideno e estrogénio e € diminuida por androgénio.
Reciprocamente, entdo, o estrégeno reduz a porcentagem de testosterona livre enquanto o
androgeno aumenta (Plymate et al., 1983).

Cerca de 1% da producdo didria de testosterona é excretada diariamente na urina como
glicuronidio. A maior parte do restante é metabolizada em dois produtos 17-cetosterdides
(androsterona e eticolona) que sdo também excretados na urina (Griffin & Wilson, 1998).

A interagdo do hormodnio hipotalamico de liberagao de gonadotropinas (GnRH) ao seu
receptor especifico na membrana das células gonadotréficas da hipéfise, estimula a liberacao de
ambos hormonios gonadotrépicos (hormonio luteinizante e hormonio foliculo estimulante). O
hormonio luteinizante e FSH juntos regulam o crescimento testicular, a espermatogénese e a
esteroidogénese. O papel principal do hormdnio luteinizante € estimular as células de Leydig a
produzirem testosterona (Amory & Bremner, 2003). O hormonio de crescimento (GH) através
da acdo da somatomedina pode ter nos testiculos um efeito sinérgico com o hormoénio
luteinizante sobre a secrecdo da testosterona (Kasson & Hsueh, 1987). A secre¢do de hormdnio
luteinizante é controlada pela alca de retroalimentagdo negativa dos esterdides gonadais no
hipotdlamo e na hipdfise. Ambos, testosterona e estradiol podem efetuar essa inibicdo (Santen,
1975). As agdes das gonadotropinas sao mediadas pelo aumento da concentragdo intracelular de
AMP ciclico. O AMPc desencadeia uma via de sinalizacdo que aumenta a atividade de vdrias
enzimas na via esteroidogénica, inclusive a enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol
(Podesta et al., 1978).

Na célula de Sertoli, o FSH liga-se ao seu receptor na membrana celular, que também
aumenta a concentracdo intracelular do AMPc (Fakunding & Means, 1977). A principal fungao
do FSH, em sinergismo com a testosterona, € promover a espermatogénese (Gnanaprakasam et
al., 1979). O FSH possui também outras func¢des indiretas na modulacdo da esteroidogénese

pelas células de Leydig, tais como, estimular sua maturagao
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durante o desenvolvimento, estimular o niimero do seus receptores para hormonio luteinizante,
e também, modular sua propria fungdo através de dois peptideos, inibina e ativina, produzidos
pela célula de Sertoli. Estes dois peptideos modulam negativa e positivamente a secrecao
hipofisaria do FSH, respectivamente. E como ocorre com hormdnio luteinizante e outros
hormonios peptidicos, o FSH regula o nimero de seus proprios receptores (Odell et al., 1973;
Ketelslegers et al., 1978; De Kretser et al., 2001).
Andrégenos circulantes podem ser aromatizados a estrogenos através da acdo da enzima
aromatase nos tecidos cerebrais e dsseos, nas células musculares lisa, no endotélio vascular e
principalmente no tecido adiposo e hepatico em ambos os sexos (Simpson et al., 1999). O
estradiol e a estrona sdo os dois estrogenos produzidos pelo homem. Entretanto, apenas
pequena fragcdo da producdo didria, 15 a 20%, € proporcionada pela secrecdo testicular. A maior
parte € derivada da aromatizacdo da testosterona e da androstenediona circulantes (MacDonald
et al., 1979). No homem, a produc@o local de estrégeno, tanto intratesticular como extra-
gonadal, é importante para garantir os processos fisiologicos, tais como:

- padrdo masculino de secre¢do de gonadotropinas, impulso e comportamento sexual.

(Gruber at al., 2002)

- supressdo por retroalimentagdo da secrecao de gonadotropinas (Santen, 1975).

- manutencao da mineraliza¢io dos ossos (Simpson et al., 1999)

- espermatogénese (Nitta et al., 1993).

Hormonios estrogénicos sdao considerados agentes vasoprotetores naturais. Receptores
estrogénicos (ER) foram detectados em células musculares lisas das artérias coronarianas
(Karas et al., 1994), células endoteliais (Venkov et al., 1996) e macréfagos (Gulshan et al.,
1990). Em camundongos, ambos ERa e ERP, sdo necessdrios e suficientes para mediar a
protecdo contra danos vasculares. HormoOnios estrogénicos causam em curto prazo
vasodilatagdo por aumentar a formacdo e liberacdo de 6xido nitrico (NO) e pela abertura de
canais de cdlcio especificos (White et al., 1995). No ambito celular, estr6geno inibe apoptose
nas células endoteliais (Spyridopoulos et al., 1997) e tem atividade angiogénica in vitro

(Morales et al., 1995).
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Figura 1. Via de formagdo da testosterona nos testiculos e a conversdao de testosterona em

metabdlitos ativos nos tecidos periféricos. (Modificado de Griffin JE & Wilson JD. Disorders of

the testes. In: Isselbacher KJ, et al, eds. Harrison’s Principles of Internal Medicine. 13th ed.
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Numerosos estudos em animais tem demonstrado que a testosterona possui uma acgao
direta como vasodilatadora coronariana em uma variedade de espécies, incluindo coelhos, cées,
porcos e ratos, tanto in vivo (Chou et al., 1996) como in vitro (Yue et al., 1995; Murphy &
Khalil, 1999; Crews & Khalil, 1999; English et al., 2000 e 2002; Deenadayalu et al., 2001).
Também foi descrito que a testosterona exibe uma ac¢do vasodilatadora na aorta tordcica (Yue et
al., 1995; Perusquia et al., 1996; Honda et al., 1999; Ding & Stallone, 2001) e em veias
mesentéricas isoladas (Tep-areenan et al., 2002) e vasculatura pulmonar (English et al., 2001;
Jones et al., 2002). Testosterona também exerce um efeito benéfico no controle do tonus
vascular pela liberacio do NO pelo endotélio (Ong et al., 2000; Kang et al., 2002). Outros
trabalhos relatam uma ac¢do modulatéria da testosterona na fung¢do endotelial, onde a
testosterona niao induz somente vasodilatacdo pela liberagcdo de NO, mas claramente atua na
melhora da sensibilidade da musculatura vascular lisa a acdo do NO (Jones et al., 2003). A
vasodilatagdo mediada pela testosterona € rapidamente observada dentro de no médximo 20
minutos apds a administragdo do hormdnio, o que sugere fortemente que a ativacao da sintese
protéica ndo € pré-requisito para o relaxamento vascular. Outras evidéncias mais substanciais
comprovam estas observacoes. Em estudos de inducdo de vasodilatacdo por testosterona, o pré-
tratamento com flutamida (bloqueador de AR) (Yue et al., 1995; Tep-areenan et al., 2002; Jones
et al., 2002) ou a ligacdo covalente da testosterona com andlogos da albumina, prevenindo sua
endocitose nas células musculares lisa (Ding & Stallone , 2001; English et al., 2000) nao
prejudicaram a resposta vasodilatadora da testosterona. Esses dados em conjunto evidenciam
uma a¢do ndo-gendmica da testosterona na vasodilatagdo (Jones et al., 2003).

Acredita-se que esterdides (testosterona, DHT e estradiol) difundem-se livremente para
dentro de todas as células. Em muitas células-alvo, a testosterona € rapidamente reduzida a
DHT pela a¢dao da enzima Sa-redutase localizada na membrana celular (isoforma 1- glandulas
sebédceas e figado e isoforma 2- trato urogenital masculino, tecidos genitais e figado). A
irreversibilidade dessa reacdo impede a aromatizacdo do esteréide, promovendo um acimulo
intracelular deste andrégeno. A DHT € um hormonio mais ativo que a testosterona pelo fato de
sua estrutura molecular ser mais plana facilitando a ligacdo ao AR e tornando esta ligacao 5
vezes mais potente que a ligacdo do AR com testosterona (Quigley et al., 1995; Griffin &

Wilson, 1998; Feldman & Feldman, 2001).
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Os receptores de estrogenos e andrégenos sdo membros da superfamilia de receptores
nucleares de esterdides, hormonios da tiredide e retindides. Eles sdo compostos de um dominio
ativador na regido amino-terminal, um dominio de ligagdo com o ligante na regido carboxi-
terminal e um dominio de ligacio ao DNA na regido central da molécula que contém dois
“dedos de zinco”. Como ocorre com os receptores nucleares no estado basal, os ERs e AR estao
ligados a uma proteina de choque térmico (heat-shock) ou outras proteinas numa conformagao
que previne sua ligacdo com DNA. A ligacdo com o hormdnio esterdide (testosterona, DHT e
estradiol) induz uma mudanca conformacional nos receptores esterdides que promove a
dissociacdo das proteinas de choque térmico e fosforilagao do receptor em parte mediada pela
proteina kinase A (PKA). As mudancas conformacionais induzidas pelo ligante facilitam a
formagdo de um complexo homodimérico do receptor que pode entdo ligar-se aos elementos
responsivos androgénicos ou estrogénicos (androgen-response elements, AREs; estrogen-
reponse elements, EREs) na regido do promotor dos genes alvos. O complexo homodimérico
ativado do receptor ligado ao DNA recruta proteinas regulatérias, co-ativadores ou co-
repressores. Estas possibilitam ou impedem a interacdo do complexo homodimérico com a
maquinaria de transcri¢do para estimular ou inibir a transcricdo dos genes alvos. (Feldman &
Feldman, 2001). Algumas ac¢des androgénicas nos tecidos alvos sdo exercidas exclusivamente
pela testosterona, como:

- diferencia¢do do epididimo, do canal deferente e vesiculas seminais.

- aumento da laringe e espessamento das cordas vocais, resultando em voz mais

grave.

- aumento da massa muscular observado em meninos durante a puberdade.

- acimulo de gordura na parte superior do corpo, no abdome e nas visceras.

- estimulagdo da sintese de eritropoetina e maturacdo dos precursores eritroides.
Outras acdes androgénicas nos tecidos alvos sdo exercidas exclusivamente pela DHT:

- diferenciac¢do intra-uterina do pénis, bolsa escrotal, uretra e préstata.

- crescimento da bolsa escrotal e prostata durante a puberdade.

- estimulacdo dos foliculos pilosos com padrdao masculino de distribui¢@o e crescimento

de pélos e formacdo de sebo pelas glandulas sebdceas.
E hd a¢des androgénicas que ocorrem pela acdo tanto da testosterona como da DHT:

- supressao (retroalimentacdo) da secre¢do das gonadotropinas.
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- determinacdo do padrdao masculino das gonadotropinas, impulso e comportamento
sexual.

- espermatogénese.

- aumento do pénis e das vesiculas seminais que ocorre na puberdade.

Os hormonios androgénicos causam efeitos diretos no musculo esquelético de mamiferos.
Receptores androgénicos sdo encontrados nas células musculares, adiposas, nervosas e
pluripotentes mesenquemais presentes nos musculos esqueléticos, e medeiam os efeitos
androgénicos na hipertrofia muscular. Testosterona aumenta a massa muscular por multiplos
mecanismos; ela promove anabolismo protéico e diferenciacdo de células tronco pluripotentes
em linhagem miogénica e inibe a diferenciacdo dos adipdcitos. Entretanto, ainda ndo esté claro
se a conversdo de testosterona em DHT ou estradiol é necessiria para mediar os efeitos
androgénicos no musculo ou se esses metabdtitos t€m efeitos independentes na composi¢ao

corporal (Herbst & Bhasin, 2004).
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I1.8 - Uso de esterdides androgénicos

A freqiiéncia de uso de esterdides androgé€nicos anabolizantes (EAA) parece ter
aumentado consideravelmente nos dltimos anos. Eles tém recebido atencdo da midia devido a
desclassifica¢do de atletas profissionais detectados como usudrios. Varios estudos americanos
realizados com estudantes desde o ensino fundamental até universitarios e também com atletas,
verificaram que a utilizacdo de EAA varia entre 3% a 37 % (Ghaphery, 1995; Scott, 1996;
Matsumoto, 1996; Appleby, 1994; Yesalis et al. 2000; Monitoring the future study, 2003). No
Brasil, acredita-se que o uso € mais indiscriminado, porém a documentacgao € escassa.

A utilizacdo de EAA como um suplemento para treinamento fisico deve-se aos seus
efeitos anabdlicos que provocam o aumento da massa muscular, balanco de nitrogénio positivo
e diminuicdo da massa adiposa (Herbst & Bhasin, 2004). Entre os efeitos adversos conhecidos
incluem-se atrofia testicular, ginecomastia, hipertrofia prostética, alteracdes do metabolismo
glicémico, alteracdes do perfil tiroideano, hipertensdo, alteracdes no perfil lipidico, acidente
cerebrovascular, vérios distirbios hepéticos, danos renais, alteracdes do comportamento, entre
outros (Bahrke & Yesalis, 2004).

Os hormonios androgénicos podem também ser utilizados na clinica médica para
estimular o desenvolvimento sexual em casos de atraso pubertario e quando os testiculos foram
cirurgicamente removidos devido a injiria ou tumor. Nestes casos, a terapia de reposi¢io
hormonal deve ser utilizada durante toda a vida (Mottram & George, 2000). Na contracep¢ao
masculina, os hormonios androgénicos sao utilizados para supressio hormonal da
espematogénese (World Health Organization Task Force, 1990, 1996). Estudo clinico extenso
de reposicdo de testosterona em homens idosos realizado durante trés anos, observaram que o
tratamento com testosterona em homens com mais de 65 anos aumentou a massa magra e
diminuiu a massa adiposa sem altera¢do na forca muscular, densidade 6ssea, concentragdes de
lipideos e apolipoproteinas plamaticas (Snyder et al 1999a, 1999b, 2001). Outros estudos com
reposi¢do de testosterona de menor duracdo (3-12 meses) ndo conseguiram constatar beneficios
consistentes na fun¢do muscular, mental e na qualidade de vida dos homens idosos (Tenover,
1992; Morley et al., 1993; Sih et al., 1997; Marin et al., 1992; Clague et al., 1999). O tratamento
com testosterona em pacientes infectados com HIV pode previnir a perda de massa muscular,

promover aumento da densidade mineral 6ssea e melhoria do animo (Dobs, 2003).
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Alguns estudos recentes tém investigado os mecanismos de acdo dos EAA em seus
diferentes alvos: no musculo esquelético (Ferrando et al., 2002), tecido adiposo (Singh et al.,
2003) e rins (Park et al., 2004). Ferrando et al (2002) observaram que a administracdo de
enantato de testosterona em homens idosos aumentou a expressao protéica do IGF-1 (insulin-
like growth factor-1) no musculo esquelético como também o conteido protéico muscular,
devido a uma diminui¢do da quebra da proteina muscular. Em células pluripotentes de
camundongos tanto DHT como testosterona diminuiram a formacio de adipdcitos e regularam
negativamente a expressdo do mRNA e proteina do PPAR gama 2 (peroxissomal proliferator-
activated receptor gamma 2) (Singh et al., 2003). O tratamento com testosterona em
camundongos aumentou a vunerabilidade a injuria renal devido a menor ativacdo da NOS
(6xido nitrico sintase), PKB/Akt (Protein kinase B) e ERK (extracelular signal related kinase)
e aumento da JNK (c-jun N-terminal kinase) e de ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1),

causando maior infiltracdo de leucdcitos e mais apoptose (Park et al., 2004).

I1.9 - Modelo Animal

No final dos anos 80, o desenvolvimento de animais transgénicos possibilitaram a
elucidagdo de algumas das complexidades envolvidas no transporte das lipoproteinas e
apontaram novos alvos para intervencdes farmacoldgicas para normalizar o perfil lipoprotéico
e reduzir o risco de aterosclerose. A tecnologia da transgénese tem sido empregada com sucesso
na criacdo de modelos experimentais de dislipidemias e aterosclerose, bem como no estudo de
aspectos bdsicos da regulacdo génica e da expressdo tecido-especifico de vdrios genes do
metabolismo das lipoproteinas (Breslow, 1993). Foram criados e estudados transgénicos para
quase todas as apolipoproteinas plasmadticas (Breslow, 1993), receptor da LDL (Hofmann et al.,
1988), LCAT (Francone, 1995), CETP (Agellon et al., 1991; Marotti et al., 1993; Jiang et al.,
1992), entre outros.

Camundongos normalmente ndo expressam CETP e por isso sdo modelos muito tteis para
o estudo dos efeitos da expressdo da CETP. Em estudos prévios, verificou-se que a expressao

da CETP resulta em diminuicdo do colesterol na fracdo HDL (Agellon et al., 1991) e que a
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expressdo da CETP é positivamente regulada pelo colesterol da dieta (Jiang et al., 1992;
Oliveira et al., 1996).

Camundongos knockout do gene do receptor de LDL (LDLRO) tem sido utilizados como
modelo de hipercolesterolemia familiar e para investigacdes sobre intervengdo na aterogénese.
Camundongos machos e fémeas que nio expressam o receptor da LDL sdo vidveis e férteis. Sob
dieta pobre em gordura e colesterol, os niveis de colesterol plasmatico sdo duas a quatro vezes
maiores que aqueles dos camundongos selvagens, devido a um aumento de sete a nove vezes
nas concentragdes de lipoproteinas de densidade intermedidria (IDL) e nas lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), sem uma significativa mudanca nas lipoproteinas de alta densidade
(HDL) (Ishibashi et al., 1993). Sob dieta rica em gordura e colesterol desenvolvem
aterosclerose com padrao semelhante a dos seres humanos (Ishibashi et al., 1994).

O cruzamento entre animais LDLRO e CETP resulta em uma progénie (LDLR1/CETP)
com perfil lipidico mais préximo ao dos seres humanos, isto €, com redu¢cdo de HDL e aumento
de LDL, que os camundongos wild type. A comparacdo entre animais LDLR1 e LDLR1/CETP
oferece uma boa oportunidade para se investigar o papel da CETP nas respostas metabdlicas das

lipoproteinas as diferentes manipulacdes experimentais.
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IIT- OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste trabalho foram verificar os efeitos de hormoénios sexuais
masculinos sobre o metabolismo das lipoproteinas plasméticas e expressdao da CETP em
camundongos geneticamente modificados sedentdrios e exercitados.

Os objetivos especificos foram:

1- Investigar os possiveis mecanismos pelos quais a defici€ncia de testosterona (castra¢io)
modifica o metabolismo das lipoproteinas plasmaticas e a aterogénese em linhagens de

camundongos que expressam a CETP.

2- Comparar os efeitos da suplementacio com testosterona metabolizdvel (Durateston:
convertida em estrégeno e  dihidrotestosterona) ou testosterona ndo metabolizdvel
(Mesterolona) sobre o metabolismo das lipoproteinas plasmaticas em camundongos

transgénicos que expressam a CETP com ou sem deficiéncia do receptor da LDL.

3-Verificar se os efeitos benéficos do exercicio fisico sdo modulados pelos efeitos da
suplementacdo com Mesterolona, através da determinacdo da resposta do perfil lipidico e
lipoprotéico ao exercicio cronico (treinamento) em camundongos trangénicos que

expressam a CETP, com ou sem deficiéncia do receptor de LDL.
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IV- MATERIAIS E METODOS
Materiais
Solventes organicos e sais em geral utilizados neste estudo sdo das marcas Merck®

(Darmstadt, Alemanha) e Sigma® (St. Luis, MO, E.U.A)..

Animais

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Unicamp (Protocolo n° 040-2) e pela Comissao
Interna de Bioseguranca (CQB069/98). As colbonias de animais geneticamente modificadas
utilizados neste estudo foram geradas a partir de animais fornecidos pelo Dr. Alan R. Tall da
Divisdo de Medicina Molecular da Universidade de Columbia, NY, E.U.A. Foram utilizados
transgénicos (Tg) para CETP, linhagem 5203 (Jiang et al., 1992) e knockouts do receptor de
LDL originalmente obtidos do Jackson Laboratory. Os animais ndo transgénicos (ndo-Tg) com
o mesmo ‘“background” dos animais CETP Tg (C57BL/6) eram provenientes do Centro
Multidisciplinar de Bioterismo CEMIB) da Unicamp. Todos os animais foram mantidos em
condicdes controladas de temperatura (22 + 1°C), luminosidade (ciclo de claro-escuro de 12
horas) e receberam 4gua e ragdo (Nuvital®, Colombo, Parand, Brasil) ad libitum. Os animais
foram reunidos em grupos segundo seus gendtipos e tratamentos e submetidos a jejum de 12
horas antes das coletas de sangue. Para a determinacdo do gendtipo dos animais CETP, foi
utilizada a medida da atividade da CETP no plasma, descrita a seguir. Os knockouts do receptor

de LDL foram identificados pela concentracdo de colesterol (>250 mg/dL).

Tratamento dos animais

1. Estudo da deficiéncia de testosterona (castragdo):

Foram realizados os procedimentos cirurgicos de orquidectomia bilateral e pseudocirurgia nos
camundongos CETP Tg e ndo-Tg, com idades de 3 a 4 meses. Apés um periodo de 30 dias de
castracdo, os animais foram anestesiados com 50 mg/Kg de Vetanarcol® (Laboratérios Konig
S.A, Avellaneda, Argentina) e 15 mg/Kg de Ronpum® (Bayer S.A, Sdo Paulo, Brasil). As
adrenais e o figado foram extraidos e pesados, e o sangue total foi coletado por drenagem do

plexo retro orbital. Com o objetivo de avaliar o efeito da expressao da CETP e da castracio
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sobre a formacao de lesdes aterosclerdticas, os mesmos procedimentos anestésicos € cirtirgicos
foram realizados em camundongos heterozigotos para o alelo nulo do que do receptor de LDL,
R1 e CETP/R1. Em seguida, os animais foram mantidos por 10 semanas com dieta hiperlipidica
composta por 15% de gordura, 1,25% de colesterol e 0,5% de colato de s6dio para posterior
andlise de lesdes aterosclerdticas na raiz da aorta.
2. Estudo da suplementag@o com testosterona (metabolizavel ou ndo):
Camundongos CETP Tg e ndo-Tg, machos e fémeas, com 4 a 5 meses de idade, foram tratados
com diferentes composicdes de testosterona, a saber, Durateston® (Akzo Nobel Ltda, Divisdao
Organon, Sdo Paulo, Brasil), Androgenol (Hertape®, Belo Horizonte, Brasil) e Proviron®
(Mesterolona, Schering do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). A testosterona é rapidamente degradada
no figado com meia-vida na circulacdo sanguinea de aproximadamente 10 minutos (Wu, 1992).
Em preparagdes comerciais clinicamente uteis, a testosterona € esterificada na posicdo 17-
hidroxi, resultando em compostos mais hidrofébicos e liberados gradualmente do veiculo. Uma
vez na circulagdo, a testosterona € hidrolisada do éster e comporta-se metabolicamente de forma
idéntica a testosterona natural. O Durateston contém propionato, fenilpropionato, isocaproato e
decanoato de testosterona e o Androgenol contém apenas propionato de testosterona, de meia-
vida mais curta que os outros ésteres do Durateston. A Mesterolona é uma testosterona sintética
que ndo € convertida em estrégeno. Os animais receberam injecdes subcutineas didrias de
testosterona metabolizdvel ou gavagem de testosterona nao-metabolizdvel, 1 pg por grama de
peso corporal, durante 14 ou 21 dias, respectivamente, e foram sacrificados ao final de cada
estudo para obtencdo do sangue total e 6rgaos.
Os seguintes grupos experimentais de camundongos foram estudados:

1- Machos ndo-Tg tratados com veiculo (propileno glicol, PEG) ou Durateston

2- Machos CETP Tg tratados com veiculo, Durateston ou Androgenol

3- Fémeas CETP Tg tratadas com veiculo, Durateston ou Androgenol

4- Machos CETP/R1 tratados com veiculo ou Durateston

5- Machos CETP/R1 tratados com veiculo ou Mesterolona

6- Machos R1 tratados com veiculo ou Mesterolona
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3. Estudo da interagdo entre exercicio fisico e a testosterona:

Sedentérios

Os camundongos R1 e CETP/R1 foram tratados com 2 pg/g de peso de Mesterolona ou veiculo
(goma ardbica) por via oral, durante 3 semanas. ApOs este periodo, os animais foram
sacrificados para obtencao do sangue total e 6rgaos.

Treinados

Durante 6 semanas os camundongos R1 e CETP/R1 foram submetidos ao treinamento fisico de
natacdo conforme descrito por Evangelista et al. (2003). Os animais iniciaram o treinamento
com 20 minutos de natacdo em tanque com dgua aquecida (30-32 °© C ) em raias
individualizadas, sem carga e agitacdo da dgua por borbulhamento de ar para evitar que os
animais flutuassem. Aumentou-se o tempo de natacdo delO minutos/dia até atingirem 60
minutos de duracdo total de treino. Foi realizada 1 sessdo didria, 5 vezes por semana, durante 6
semanas. Foi demonstrado que neste protocolo de treinamento ndo ocorre hipertrofia cardiaca
(Evangelista et al., 2003). Nas ultimas 3 semanas de treino, os animais receberam
suplementacdo com Mesterolona ou goma ardbica. Vinte e quatro horas ap6s a ultima sessdo de

treinamento fisico, os animais foram sacrificados para obtencdo do sangue total.

Isolamento e marcacio da HDL com colesterol radioativo

Utilizou-se o método descrito anteriormente por Oliveira e Quintdo (1996b) para a marcacdo da
HDL com colesteril éster radioativo. Para tanto, obteve-se misturas de plasma de doadores
normolipidémicos. Aproximadamente 10 mL da mistura plasmadtica foi ajustada a densidade
1,125 g/mL com KBr (0,202 g/mL) e ultracentrifugado no rotor 50 ti, 40.000 rpm, por 40 horas.
Descartou-se os 2 mL sobrenadantes e dializou-se o infranadante (d>1,125) que contém HDL; e
proteinas plasmaticas. 50 pCi de colesterol radioativo: 4 C- colesteril oleato (** CCE) ou *H—
colesteril oleato (3HCE) ou *H—colesteril éter ou ainda com ‘H—colesterol (Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Inglaterra), dissolvido em 100 pL de etanol absoluto foi
adicionado, gota-a-gota (seringa Hamilton), aos 10 mL da fracdo de d>1,125, sob agitacdo. 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 20.000 rpm. Nesse tempo

de incubagdo, o CE radioativo € incorporado as HDL por acdo da CETP que encontra-se na
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fracdo de d>1,21. No caso de colesterol livre, o is6topo € esterificado pela acdo da LCAT na
HDL. Em seguida, ajustou-se a densidade para 1,21 g/mL e ultracentrifugou-se a 40.000 rpm,
4°C, por 40 horas para obten¢do de HDL; (1,125<d<1,21) marcada radioativamente. Essa foi
exaustivamente dializada contra salina 0,15M e esterilizada em filtro Millipore 0,22 pm

(Millipore Corporation, Bedford, MA, E.U.A). A eficiéncia da marcagado variou entre 25-35 %.

Atividade da CETP no plasma

Ensaio exdégeno: Uma mistura de VLDL + LDL obtida por ultracentrifugacdo (Havel et al.,
1955) de plasma de doadores normolipidémicos foi utilizada como lipoproteinas aceptoras.
HDL também obtida por ultracentrifugacdo de plasma de doadores normolipidémicos foi
marcada radioativamente com '“C-colesteril-éster (14CCE) conforme descrito acima. O ensaio
isotépico consiste em uma reagdo contendo 50 ug de proteina de VLDL+LDL, 10000 dpm de
“CCE-HDL e 15 uL do plasma dos animais, como fonte de CETP, em um volume final de 100
puL. A mistura é incubada a 40°C por 2 horas. Em seguida, adiciona-se a mistura 400 uL de
tampao tris (10 mM) / salina (150 mM) / EDTA (1 mM) e 50 uL de coquetel de precipitacdo
das lipoproteinas que contém apoB (partes iguais de sulfato de dextrana 1,6 % e MgCl, 1,0 M)
e espera-se 10 minutos a temperatura ambiente. As amostras s@o entdo centrifugadas a 12000
rpm por 30 minutos. Quatrocentos e cinquenta microlitros (450 uL) do sobrenadante sdo
recuperados e misturados a 2 mL de solu¢do cintiladora para determinac¢do da radioatividade
remanescente nas HDL. No ensaio sdo utilizados sempre 2 “blanks” (tubos com salina) e 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 endogeno: Atividade endégena de CETP foi medida da seguinte maneira: 100 pl de
plasma dos camundongos sao fracionados por FPLC para obtencdo das fragdbes VLDL + LDL
(pool das fragdes VLDL e LDL). Paralelamente, 100 pl de plasma sao precipitados com 10 ul
de coquetel de precipitacdo das lipoproteinas que contém apoB (partes iguais de sulfato de
dextrana 1,6 % e MgCl, 1,0 M) e depois de 10 minutos a temperatura ambiente, coleta-se 80 ul
do sobrenadante (fracdo que contém HDL e CETP). Adiciona-se 100.000 dpm de *HCE-HDL
aos 80 uL da fracdo de HDL e CETP, e incuba-se overnight a 4°C. Em seguida, adiciona-se a
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fracdo VLDL+ LDL a fracdo de HDL equilibrada com YHCE-HDL e incuba-se a 37°C por 30
minutos. Transfere-se as amostras para banho de gelo, adiciona-se a mistura 50 pg de LDL
humana como carreador, e adiciona-se 1/10 do volume de coquetel de precipitacdo e espera-se
15 minutos ainda em banho de gelo. As amostras sdo entdo centrifugadas a 12000 rpm por 15
minutos a 4°C. 1,2 mL do sobrenadante sdo recuperados e misturados a 5 mL de solugdo
cintiladora para determinacdo da radioatividade remanescente nas HDL. No ensaio sdo
utilizados sempre 2 “blanks” que consistem em 80 ul de albumina 3,5 % + *HCE-HDL + 1,2
mL de salina 0,85 %.

Determinacao de lipideos e glicose no plasma

Colesterol total no plasma foi determinado utilizando-se kit enzimdtico da Roche®
(Indianapolis, IN, E.U.A). Para triglicérides utilizou-se kit da Merck® (Darmstadt, Alemanha).
Para 4cidos graxos livres utilizou-se kit da Wako Chemicals® GmbH (Neuss, Alemanha). A
glicose foi determinada pelo método de glicose oxidase pelo kit Merck Diagnostic—Biotr01®

(Chennevieres-les-Louvres, France) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Dosagem de insulina
A concentracdo plasmadtica de insulina foi determinada por radioimunoensaio com curva padrao

confeccionada com insulina de rato (Scott er al., 1981).

Fracionamento das Lipoproteinas

Foram feitos “pools” de plasma fresco dos animais tratados e controles. Esses foram submetidos
a cromatografia liquida de alta resolucdo (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 et al., 1990; Masucci-Magoulas et al., 1996). Nas 40 fracdes eluidas
da coluna foi determinada a quantidade de colesterol total utilizando kit enzimatico da Roche®

(Indianapolis, IN, EUA) de acordo com as especificacdes do fabricante.
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Atividades da lipoproteina lipase (LPL) e hepatica (LH)

A atividade total das lipases foi determinada de acordo com Ehnholm & Kuusi (1986). O
plasma foi obtido 10 minutos apds injecdo subcutinea de heparina (100 IU/Kg de peso
corpéreo) e incubado com substrato de goma ardbica e trioleina marcada com “H (glycerol tri
[9, 10 (n)- 3H] oleate, Amersham Life Sciences, Buckinghamshire, England) em tampao tris-
HCI 0,2 M, pH=8,5, 37 °C por 1 hora. A atividade da lipase hepatica foi determinada em tubos
onde a lipase lipoprotéica (LPL) estava inibida por NaCl 2 M. Os d&cidos graxos livres
hidrolizados marcados foram extraidos com metanol/cloroférmio/heptana (1,4:1,25:1) em
tampao K,CO3/H3sBOs. 0,14 M; pH 10,5. O extrato foi seco sobre fluxo de nitrogénio (N»), € a
radioatividade foi determinada com liquido de cintilacdo (Amersham) em um contador Beta LS
6000 Beckman. As amostras foram analisadas em triplicata. Plasmas pré e pds heparina de ratos
e humanos foram utilizados como controles positivos. A atividade da LPL foi calculada pela

diferenca entre a atividade total das lipases e da lipase hepatica.

Estudos cinéticos de LDL e HDL marcadas com iodo radioativo

LDL e HDL foram isoladas por ultracentrifugacio 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 % contendo 2 mM de EDTA. As LDL e
HDL foram marcadas com "'l (IPEN, Séo Paulo, Brasil) e 1251 (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, Inglaterra), respectivamente, utilizando-se as modificacdes feitas por
Bilheimer et al. (1972) do método de monocloreto de iodo (MacFarlane, 1958). Verificamos
que 95 % da marcacdo foi precipitada com 4cido tricloroacético 5 %. Os animais receberam 1 x
10° dpm de cada lipoproteina dissolvidos em 0,2 mL da mistura contendo *'I-LDL e '*I-HDL,
via intraperitonial. Amostras de sangue foram coletadas pela ponta da cauda nos tempos: 0.17,
0.5, 1, 3, 5, 8 horas apds a injecdo. A quantidade das lipoproteinas que permaneceu na

circulacdo no periodo foi calculado como a drea sob a curva da radioatividade (Tai, 1994).

Estudos cinéticos da LDL e HDL marcadas com colesteril éster radioativo
LDL e HDL foram isoladas por ultracentrifugacdo sequencial de plasma de doadores

normolipidémicos de acordo com Havel ef al. (1955). As fracdes de LDL e HDL obtidas
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foram exaustivamente dializadas contra salina 0,85% contendo 2mM de EDTA. LDL e HDL
foram marcadas com “H-colesteril éter ou '*C-colesterol conforme descrito por Oliveira &
Quintdo (1996). Os grupos de animais receberam 1x 10° dpm das lipoproteinas marcadas por
via intraperitonial ou endovenosa. Amostras de sangue foram coletadas pela veia da cauda nos
tempos mencionados a seguir:

Injecao *H-CE-LDL ip: 30 mim, 1h, 2h, 3h, Sh e 8h.

Injecdo SH-CE-LDL ev: 2 mim, 30 mim, 1h, 2h, 3h e 6h.

Injecao SH-CE-HDL ev: 2 mim, 30 mim, 1h, 3h, e 6 h.

Injecdo '*C-CE-HDL ev: 2 mim, 30 mim, 1h, 3h e 6 h.

A taxa fracional de remoc¢do das lipoproteinas plasmaticas marcadas foi calculada como a
inclinacdo da curva de desaparecimento da radioatividade no plasma pelo ajuste de curva
monoexponencial utilizando-se o programa Microcal™ Origin™ 4.1. A quantidade de
lipoproteinas que permaneceu na circulagdo durante o periodo foi calculada como a drea sob a

curva da radioatividade (Tai, 1994).

Cromatografia em camada delgada (TLC)

As amostras de sangue dos estudos cinéticos com HDL marcadas com '“C-colesterol foram
submetidas a cromatografia em camada delgada (TLC) em silica gel 60 H (MERCK®) com a
fase movel contendo hexana/éter dietilico/dcido acético (70:30:1, por volume). Para a aplicacio
das amostras e padrdes na placa, utilizamos o aparelho TLC Autospotter (ROMER™ LABS,
Inc.). Apés revelacdo com iodo, as bandas correspondentes ao colesteril éster foram raspadas
diretamente para dentro de frascos de cintilacdo contendo 3 mL de solucdo cintiladora
(Amersham). A radioatividade foi medida em um contador Beckman modelo LS 6000 TA no,

durante 1 minuto.

Estudo da secrecao hepatica de triglicérides (TG) e colesterol (COL)

Os animais foram pesados e coletou-se um capilar de sangue via caudal para dosagem de
triglicérides e colesterol basal. Os camundongos CETP Tg castrados e sham-operados foram
anestesiados e receberam uma injecao de Triton WR 1339 (Sigma, St. Louis, MO) para inibir a
atividade da lipoproteina lipase, na dose de 500mg/kg, dissolvidos em solucdo NaCl 0,9% por

via endovenosa (veia femoral). Coletou-se amostras de sangue (50 ul) de cada animal nos
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tempos 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 horas (Escola-Gil et al, 2001). Determinou-se triglicérides e colesterol
no plasma obtido em cada tempo. A secre¢do hepdtica de VLDL foi determinada pela
inclinacdo das retas médias obtidas por regress@o linear da trigliceridemia e colesterolemia ao

longo do tempo ap6s a administragdo do Triton WR 1339.

Ensaio de lipélise endégena

Foram coletados 150 pl. de sangue caudal dos animais em jejum de 6 horas (amostra fonte de
substratos). Em seguida, os animais receberam, via subcutanea, heparina (100 IU/Kg de peso
corpéreo) e apds 10 min, foram coletados mais 50 uLL de sangue (amostra fonte de lipases). Aos
50 pL de plasma pré-heparina foram adicionados 5 pL do plasma pds-heparina ou salina
(blank). As amostras foram incubadas a temperatura de 37°C por 60 min. Acidos graxos livres
(AGL) foram dosados com kit enzimatico Wako®, de acordo com especificagdo do fabricante.
A lipdlise enddgena foi estimada por diferencga entre as concentragdes de AGL nas amostras e

os blanks.

Analise histolégica das lesoes ateroscleroticas

Os camundongos foram anestesiados e seus coracdes foram perfundidos in sifu com tampao
fosfato (PBS) e em seguida por PBS- formaldeido 10%. Apds esses procedimentos, os coracdes
foram removidos e fixados em formaldeido 10% por dois dias. Os coracdes, entdo, foram
embebidos seqiiencialmente em gelatina 5%, 10% e 25%. Os processamentos e colora¢io foram
realizados de acordo com Paigen et al (1987). Os lipideos corados nas lesdes foram
quantificados como descrito por Rubin et al (1991) usando Image Pro Plus Software para
andlise da imagem (versdo 3.0, media Cybernetics Silver Spring, MD). As laminas foram
analisadas sem que se conhecesse o tipo de tratamento dos animais. A drea das lesdes representa
a soma das lesdes de sete seccoes de 10 um, distantes 80 um uma da outra, em um total de 550

pum de comprimento da aorta.
Quantificacao do auto- anticorpo anti-LDLox (oxidada)

O auto-anticorpo-anti- LDLox foi determinado como previamente descrito por Cazita et al.

(2003). Placas de microtitulagcdo de poliestireno (Costar, Cambridge, MA, USA) foram cobertas
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com 1 ul/cavidade de LDLox humana (20mM Cu2+, 24h) Em tampdo de
carbonato/bicarbonato (20 plL/cavidade), pH 9.4, e mantida a 4°C por 12 horas. As microplacas
foram bloqueadas com uma solug¢do 5% de leite livre de gordura (Molico/Nestlé, SP, Brasil),
entdo foram incubadas por 2 h em temperatura, em seguida as placas foram lavadas com 4
vezes com PBS (100 puL). Amostras de plasma (50 pL, 1:100) foram adicionadas as placas e
incubadas a 4°C por 12 horas em seguida foram lavadas com PBS contendo Tween 20 a 1% .
Foi adicionado um conjugado peroxidase de coelho anti-IgG de camundongo (50 pL; 1:5000), e
ap6s 1 h em temperatura ambienteas placas foram lavadas. Finalmente, foi adicionado 75 pL de
solucdo de substrato (250 mg de tetrametil-benzidina diluido em 50 mL de DMSO, 10 uL de
30% H,0,, 12 mL de tampao de citrato, pH 5,5), apds incuba¢do em temperatura ambiente por
15 min, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 25ul. de 2.0 M de 4cido sulfdrico. Os

resultados foram avaliados por leitura espectrofotometria a 450nm de comprimento de onda em

aparelho Multiskan MCC/340P, model 2.20 (Labsystems, Finlandia).

Tratamento estatistico:

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo (ep). Utilizou-se o teste “t” de Student
e andlise de variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey — Kramer para andlise paramétrica e
Mann-Whitney para a andlise de parametros com unidades relativas. O programa estatistico foi
o InStat versdo 3.00 da GraphPad Software. Para verificagao dos efeitos de 3 fatores (genotipo,
tratamento hormonal e estado de atividade fisica) foi utilizada andlise de varidncia multifatorial
através do Software SAS (versdo 8). As diferencas foram consideradas significativas quando

p<0,05.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO
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V.1) ESTUDO DA DEFICIENCIA DE TESTOSTERONA.

Resultados

As avaliages foram realizadas 30 dias apés a orquidectomia bilateral (castracdo) e a
pseudo—cirurgia (sham) em camundongos CETP Tg e ndo-Tg com idade média de 4 meses.

O peso corporal e de 6rgaos dos animais CETP Tg e ndo-Tg, castrados e sham, estdo
apresentados na Tabela 1. Houve uma reducdo significativa do peso corporal final dos animais
CETP Tg castrados quando comparados ao grupo CETP Tg sham. Leblanc et al. (2004), em
estudo com macacos castrados, também observaram reducdo do peso corporal dos animais
castrados e, através de avaliacdo do consumo alimentar, foi descartada a possibilidade de uma
diferenca na ingesta dos grupos castrados e controles. A perda do peso deveu-se a uma
diminuicdo de massa magra nos macacos castrados. Os pesos das adrenais e pesos relativos dos
figados apresentaram-se similares nos dois grupos CETP Tg, castrados e sham. O peso corporal,
os pesos das adrenais e pesos relativos dos figados foram semelhantes entre os grupos de
camundongos ndo-Tg castrados e sham.

As concentracOes plasmdticas de colesterol (COL), acidos graxos livres (AGL),
triglicérides (TG) e glicose (GLIC) ndo variaram em fung¢do da castragdo, tanto nos animais
CETP Tg como nos ndao-Tg (Tabela 2). Como foi descrito anteriormente que os niveis de
testosterona livre em humanos podem estar correlacionados positivamente com a concentragao
de insulina (Stefanick et al., 1987), averiguamos este parametro nos camundongos CETP Tg.
As concentragdes plasmaticas de insulina dos CETP Tg foram similares entre os grupos
castrado e sham (Tabela 2).

Os perfis das lipoproteinas plasmdticas, obtidos por cromatografia liquida de alta
resolucdo (FPLC), dos animais CETP transgénicos e ndo-transgénicos, castrados e pseudo-
operados, sdo apresentados na Tabela 3. Observou-se um aumento de 36 % na fracdo LDL-
COL (p=0,02) e uma significativa redugdo paralela de 30 % na fracio HDL-COL (p=0,002)
nos animais CETP Tg castrados quando comparados aos CETP Tg sham. As modifica¢des nas
apoB-LP dos camundongos ndo-Tg foram mais pronunciadas, com um aumento de 43 % na

fragdo VLDL-COL e de 79 % na fracdo LDL-COL (p=0,001). Houve também uma redugdo
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modesta porém significativa de 11 % da fragdo HDL-COL (p=0,003) quando comparados aos
ndo-transgénicos sham (Tabela 3).

Os niveis de LDL oxidada (LDLox) foram medidos indiretamente pela determinagdo dos
niveis de auto-anticorpos anti-LDLox e estavam aumentados (p=0,014) nos camundongos
CETP Tg castrados quando comparados aos CETP Tg sham (Tabela 3). A diminuicdo de
estrogeno derivado da testosterona, pela castragdo, poderia ser a causa de uma diminuicdo de
um agente anti-oxidante, o que poderia explicar estes resultados (Leblanc et al., 2004 e Nathan
et al., 2001 e Sack et al., 1994).

A atividade da CETP medida com substratos exdgenos € indicativa da massa da proteina
no plasma (McPherson et al., 1991). Esta ndo variou nos dois grupos, castrados e sham (Tabela
4). 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 4). Portanto, esta atividade aumentada de CETP pode ter contribuido para reducio das
HDL nos animais CETP Tg castrados.

A atividade das lipases LPL e LH sao importantes na geracdo das LDL a partir das VLDL
(Redgrave, 1983). A atividade da LPL também contribui para um aumento de HDL-COL
(Nunes et al, 2001), enquanto a atividade da LH esta associada a uma redu¢do de HDL-COL
(Cohen et al, 1999). Examinando a atividade médxima in vitro destas enzimas a partir de plasma
obtido apds tratamento com heparina, verificamos que ndo existem diferencgas significativas
entre os animais castrados e sham-operados (Tabela 4). Este ensaio também mede,
indiretamente, a quantidade destas enzimas. Portanto, podemos concluir que a expressiao destas
enzimas ndo foi modificada pela deficiéncia de testosterona (castragdo).

Para verificar a influéncia tanto das enzimas lipoliticas quanto dos substratos enddgenos
na lipdlise intravascular, realizamos um ensaio in vitro com substratos endogenos. Os plasmas
dos animais foram incubados com uma pequena quantidade (1/10 do volume) de plasma pds-
heparina dos mesmos animais (fonte de lipase) por 1 hora a 37°C e a quantidade de AGL
liberados foi determinada pela diferenca entre os valores antes e apds incubagdo. Verificamos
que ndo houve diferencas significativas na lipdlise enddgena nos camundongos sham e
castrados (Tabela 4). Portanto, as diferengas observadas nos niveis de LDL e HDL ndo podem

ser explicadas por alteracdes da lipdlise intravascular.
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Para entender as alteracOes induzidas pela deficiéncia de testosterona sobre os niveis de
LDL e HDL plasmadticas, realizamos estudos de velocidade de remogdo plasmatica com LDL e
HDL “neutras” (obtidas de doadores humanos), marcadas com is6topos radioativos e injetadas
via intraperitoneal (ip) ou endovenosa (ev) em camundongos machos CETP Tg castrados ou
pseudo-operados (Tabela 5). Estes estudos indicam a quantidade de receptores teciduais
especificos para remocdo plasmética de LDL e HDL. As quantidades de LDL e HDL, marcadas
tanto em seus componentes protéicos como no colesterol, que permaneceu no plasma durante 6
horas ndo estavam alteradas pela castracdo. Assim, podemos concluir que o aumento observado
em LDL-COL e a diminui¢do em HDL-COL nos CETP Tg castrados ndo foram devido a
modificacdes no nimero de receptores dessas LP.

Em seguida, avaliamos a velocidade de producdo da particula precursora da LDL
plasmdtica, a VLDL. A velocidade de secrecdo hepitica de VLDL foi determinada apds
administracdo de Triton WR 1339, um inibidor da LPL. Como mostra a Figura 2, observamos
que a secrecdo de VLDL-TG estava reduzida nos animais castrados quando comparada aos
sham-operados (p = 0,022), enquanto a secre¢do de VLDL-COL encontrava-se inalterada nos
castrados e sham. Esses experimentos demonstram que o aumento de LDL nos animais
castrados ndo se deve ao aumento de seu precursor, a VLDL. Porém, indica que as particulas de
VLDL secretadas pelo figado s@o mais pobres em TG e relativamente mais ricas em COL.

Para investigar a susceptibilidade dos animais castrados a aterosclerose e ainda, estudar o
efeito da expressao da CETP sobre a aterogénese, camundongos CETP Tg foram cruzados com
os knockout do receptor de LDL para gerar camundongos que expressam ou nao CETP e com
deficiéncia parcial de receptores de LDL, CETP/R1 e R1, respectivamente. Machos com idade
de 3 a 4 meses foram estudados ap6s 10 semanas de orquidectomia bilateral ou pseudocirurgia e
alimentacdo com dieta hiperlipidica contendo 20% de gordura, 1,25% de colesterol e 0,5% de
colato de sddio.

O peso corporal e do figado dos animais R1 e CETP/RI1, castrados e sham, estdo
apresentados na Tabela 6. Observou-se que ao final do experimento, ambos 0s grupos
genotipicos castrados, R1 e CETP/R1, apresentaram peso menor que seus respectivos controles
sham-operados, porém nao diferiram entre os genétipos. Conforme mencionado anteriormente,
isso deveu-se provavelmente a uma perda da massa corporal magra como foi verificado no

estudo de Leblanc et al. (2004).
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As concentragdes plasmaticas de colesterol (COL), triglicérides (TG), dcidos graxos livres
(AGL) e glicose (GLIC) estdo apresentadas na Tabela 7. Como esperado, animais que
expressam CETP (CETP/R1) exibiram menor concentracdo de COL que os que ndo expressam
a CETP (R1), tanto nos castrados como nos sham. Esta resposta a expressdo da CETP ja foi
descrita anteriormente por Marotti et al. (1992), que encontraram uma forte correlacdo negativa
entre atividade plasmética da CETP e colesterol total plasmdtico. A castragdo elevou a
colesterolemia em ambos os grupos, 17% em CETP/R1 e 23 % em RI1. Quanto a
trigliceridemia, a castragdo ndo teve efeito significativo, tanto nos animais R1 quanto em
CETP/R1. A castragdo também nao alterou significativamente os niveis de AGL dentro de cada
grupo genotipico. A glicemia também nao variou em fung¢do do gendétipo nem em fungdo da
castracao.

As atividades da lipase hepatica (LH) e da CETP sao mostradas na Tabela 8. A castracio
ndo teve efeito estatisticamente significativo sobre a atividade da LH dentro de cada grupo
genotipico. A castragdo também ndo afetou os niveis de CETP, confirmando os resultados
anteriores.

Os perfis das lipoproteinas plasméticas, obtidos por cromatografia liquida de alta
resolucdo (FPLC), dos R1 e CETP/RI1 castrados e sham sdo apresentados em valores absolutos
(concentracdo de colesterol em cada fragdo) e valores relativos (distribuicdo percentual de
colesterol em cada fra¢do) na Figuras 3e 4 ¢ Tabela 9 .

Animais alimentados com este tipo de dieta hiperlipidica apresentam um perfil de
lipoproteinas no qual ndo € possivel resolver completamente os picos de VLDL e LDL pela
coluna de superose 6 do sistema FPLC. Assim, consideramos as VLDL e LDL conjuntamente
como a fracdo de apoB-LP. Observamos que os animais sham-operados que expressam a CETP
ja apresentavam uma distribuicdo de colesterol nas lipoproteinas diferente dos que ndo a
expressam (R1), isto €, CETP/R1 sham apresentaram niveis de apoB-LP reduzidos em relagcdo
aos R1 sham. Apds a castracdo, houve uma elevacdo significativa das apoB-LP tanto nos
animais R1, quanto nos CETP/R1, porém esta elevacdo foi menor em CETP/R1, acentuando
mais a diferenca de concentragdo das apoB-LP observada entre os dois grupos genotipicos.
Portanto, a expressao da CETP atenuou o acimulo destas lipoproteinas aterogénicas frente a

dieta hiperlipidica.
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Com relacdo aos niveis plasmdticos de HDL-colesterol, ndo se verificaram diferencas
estatisticas nem em funcdo do gendtipo, nem em fungdo da castragdo nestes animais
alimentados com dieta hiperlipidica.

A razdo apoB-LP/HDL, muito usada como um indice aterogénico, ¢ mostrada na Figura
4 e Tabela 9. Os animais castrados que nao expressam CETP (R1) apresentaram a maior razao
e portanto o maior risco de desenvolverem aterosclerose.

A analise morfométrica das lesdes aterosclerdticas da raiz da aorta (Tabela 10) indicou
que a deficiéncia da testosterona induziu um aumento de aproximadamente 100 % na édrea de
lesdo aterosclerdtica nos animais R1 (p<0,02) e de aproximadamente 50 % nos camundongos
CETP/R1 castrados (p=0,15) quando comparados aos seus respectivos controles sham-
operados. A expressdo da CETP reduziu significativamente a drea de lesdo nos camundongos

castrados (-44 %, p<0,05, CETP/R1 castrado vs R1 castrado).

Discussao

Neste trabalho, nds investigamos alguns mecanismos pelos quais a deficiéncia de
testosterona, combinada ou ndo com a expressio da CETP, altera a concentragdo das
lipoproteinas plasmadticas e seu impacto no desenvolvimento da aterosclerose induzida por dieta
em camundongos geneticamente modificados. Uma das principais alteragdes nas lipoproteinas
causadas pela deficiéncia de testosterona foi um marcante aumento nas concentracdes de apoB-
LP. Isso foi observado nos quatro grupos genotipicos castrados: ndo-Tg, CETP, R1 e CETP/R1.
Assim, esse efeito foi independente da presenca da CETP. Entretanto, as alteragdes nestas
lipoproteinas foram amenizadas nos camundongos que expressam a CETP. Sob dieta com baixa
concentracdo de gordura (chow), a deficiéncia de testosterona induziu também uma redu¢do nas
concentracdes de HDL-COL, a qual foi exacerbada pela atividade da CETP nos camundongos
transgénicos. A reducdo da concentracio da HDL-COL pela deficiéncia de testosterona e pela
expressdo da CETP ndo foi observada nos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica,
provavelmente por que este tipo de dieta estimula a sintese hepatica da apoAl (Azrolan et al.,
1995), aumentando assim a concentracio de HDL-COL em todos os camundongos que
consumiram essa dieta. Apesar disso, em ambos os grupos de camundongos alimentados com
dieta chow e hiperlipidica, a castragdo induziu um aumento significativo em apoB-LP e na

relacdo apoB-LP/HDL.
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LPL e LH possuem um importante papel ndo apenas no metabolismo das lipoproteinas
ricas em TG, mas também no metabolismo da HDL (Auwerx et al., 1992). Administracdo de
esterdides androgénicos em humanos causou aumento na atividade da LH (Berg et al., 2002),
enquanto nenhum efeito ou elevacdo foi observado na atividade da LPL (Sorva et al., 1988;
Zmuda et al., 1993; Herbst et al., 2003). N6s mostramos neste trabalho que a deficiéncia de
testosterona ndo alterou a expressdo de ambas enzimas lipoliticas, o que exclui suas
participagdes nas alteracdes das concentragdes de LDL e HDL observadas nos camundongos
castrados.

De acordo com nossos resultados, a elevacdo em apoB-LP nos camundongos deficientes
de testosterona ndo pode ser explicada por modificacdo na producdo dos precursores (VLDL),
na velocidade de conversdo de VLDL em LDL mediada pela lipdlise, e nem por alteragdo do
nimero de receptores de LDL. Contudo, nos camundongos castrados, a secre¢do hepatica de
particulas de VLDL contendo menos TG poderia gerar particulas de LDL com menor afinidade
por seus receptores. Essas LDL poderiam entio, permanecer por mais tempo no compartimento
plasmadtico, explicando assim suas maiores concentracdes plasmaticas.

Evidéncia de outra alteragdo na composi¢do quimica da LDL que poderia afetar a sua
afinidade pelo receptor e maiores concentragcdes plasmaticas € o aumento do titulo de auto-
anticorpos anti- LDLox encontrado no plasma dos camundongos castrados. Isso significa que a
deficiéncia de testosterona, provavelmente devido a deficiéncia da acdo antioxidante do
estrogeno, poderia desencadear oxidacdo de LDL. O papel critico do estrogeno derivado da
testosterona na aterosclerose foi elegantemente demonstrado por Nathan et al (2001) usando
reposi¢do de testosterona em camundongos castrados com ou sem inibidor da aromatase. Os
mesmos autores mostraram que a aromatase medeia a conversdo de testosterona em estrogeno
nas células endoteliais, atenuando a expressao de VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-
1), uma molécula de adesdo envolvida na aterogénese (Mukherjee et al., 2002).

De acordo com nossos estudos, os camundongos castrados desenvolveram maior drea de
lesdo aterosclerdtica que os controles sham-operados. Combinando os grupos pelo estado
hormonal (todos os castrados vs todos os sham), o efeito da deficiéncia de testosterona no
aumento da lesdo € confirmado (+90 %, p<0,005), independentemente dos gendtipos. Por isso,
o aumento da aterosclerose na deficiéncia de testosterona poderia ser atribuido, pelo menos em

parte, a maior concentragdo de LDL e LDLox observada nesses camundongos.
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Camundongos que expressam a CETP apresentam menor drea de lesdo (-44 %) quando
comparados aos camundongos R1 castrados (p<0,05). Foi descrito previamente que a expressao
da CETP em camundongos fémeas castradas atenuou a aterosclerose em 50 % (Cazita et al.,
2003). Neste trabalho, nés ampliamos esses achados mostrando que a CETP também atenuou a
aterosclerose nos camundongos machos deficientes de testosterona. Como no trabalho anterior,
o papel benéfico da CETP pode ser observado apenas no estado de deficiéncia hormonal. O
provdvel mecanismo pode estar relacionado a capacidade da CETP em atenuar a elevagdo da
apoB-LP causada pela dieta hiperlipidica e pela deficiéncia de testosterona, visto que as
concentragdes de apoB-LP se correlacionaram positiva e significativamente com a drea de lesdo
(r =0,53, p<0,005).

Em uma situacdo de supressdo dos receptores de LDL pela dieta aterogénica, a
transferéncia de CE da HDL para apoB-LP mediada pela CETP poderia adicionalmente
aumentar a concentracdo de LDL-COL no plasma o que ndo foi observado no presente estudo.
Nao estd clara a razdo pela qual a expressdo da CETP conduziu a uma elevacdo menos
pronunciada da LDL-COL, mas isso poderia estar relacionado a sua capacidade de modificar a
afinidade das apoB-LP por seus receptores especificos, visto que pacientes com defici€éncia da
CETP apresentam particulas de LDL com afinidade diminuida pelos receptores de LDL (Sakai
et al., 1995). Em outro trabalho (Castilho et al., 2001), foi mostrado que a CETP transfere CE
de LDLox para HDL com maior eficiéncia do que para LDL nativa. Como conseqiiéncia, CETP
pode facilitar a remocao plasmadtica de lipideos oxidados da LDL via HDL. Esses achados estdo
de acordo com as maiores concentracdes de LDLox encontradas nos pacientes com deficiéncia
da CETP (Chiba et al.,1997). Outro potencial mecanismo protetor mediado pela CETP € a
transferéncia de 17pB-estradiol esterificado das particulas de HDL para LDL (Helisten et al.,
2001; Tikkanen et al., 2002), conferindo prote¢do a LDL contra oxidacao.

Por outro lado, os eventos locais envolvidos na formacdo do ateroma sdo também
importantes para explicar as diferencas no tamanho das dreas de lesdo. Trabalhos anteriores
mostraram que a adicdo da CETP no meio de cultura de células musculares lisa (Stein et al.,
1985) ou de células espumosas (Morton, 1988) estimulou a taxa de efluxo de colesterol celular.
Foi mostrado recentemente que macréfagos expressando CETP captaram menos colesterol de

LDL acetilada e liberaram mais colesterol celular para HDL (Cazita et al., 2003). Assim, a
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CETP poderia contribuir diretamente para a diminui¢cdo do acumulo de lipideos nas células
espumosas arteriais.

Em sintese, neste estudo, nés mostramos que a deficiéncia de testosterona aumentou a
concentracdo plasmatica de apoB-LP, diminuiu a taxa de secrecio de VLDL-TG mas ndo de
VLDL-COL, aumentou as concentragdes de auto-anticorpos anti-LDLox e dobrou o tamanho
da drea de lesdo aterosclerdtica induzida por dieta. A express@do da CETP ndo foi alterada na
deficiéncia de testosterona e promoveu um menor elevacio das apoB-LP e redu¢do do tamanho

da drea de lesdo nos camundongos deficientes de testosterona.
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V.2) ESTUDO DA SUPLEMENTACAO COM TESTOSTERONA (METABOLIZAVEL
OU NAO)

Resultados e Discussao

Camundongos CETP Tg e nao-Tg, machos e fémeas, com idade média de 4 meses, foram
tratados com dois tipos de ésteres de testosterona metabolizdveis, Durateston (DT) e
Androgenol (AN) ou com placebo, propilenoglicol (PL), durante 14 dias. Nenhum dos grupos
tratados mostrou alteragdes nos seus pesos finais, quando comparados aos valores basais
iniciais (Tabelas 11 e 12). Também o peso relativo do tecido adiposo perigonadal, do figado e
das gonadas foram semelhantes entre os grupos de camundongos tratados e controles (Tabelas
11e12).

As concentracdes plasmaticas de triglicérides (TG), acidos graxos livres (AGL) e
colesterol (COL) sao mostradas nas Tabelas 13 e 14. Observou-se que as concentracdes de TG
e AGL foram estatisticamente semelhantes entre os grupos tratados (DT e AN) e placebo (PL),
em ambos os sexos. No entanto, observa-se aumento de 25 % em TG de machos tratados com
DT, porém este dado ndo alcangou significancia estatistica. O nivel plasmdtico de colesterol
diminuiu significativamente no grupo de machos tratados com Androgenol em relacdo ao
placebo (Tabela 13).

Virios estudos tém demonstrado que niveis fisioldgicos de testosterona e estrégeno estao
envolvidos na manutencdo da insulinemia (Muller et al., 2003). Assim, ap6s 14 dias de
tratamento com doses supra-fisiolégicas de testosteronas metabolizdveis (DT e AN), avaliamos
os niveis de glicose e insulina plasméticas, porém nao observamos diferengas nas concentragdes
plasmaticas destes dois parametros nos camundongos machos e fémeas tratados com Durateston
e Androgenol (Tabelas 13 e 14).

Camundongos CETP Tg, tanto os machos (Tabela 13) quanto as fémeas (Tabela 14), nao
exibiram alteracdes significativas da distribuicdo do colesterol nas fracdes de lipoproteinas
plasmadticas apds suplementacdo com testosterona. Entretanto, camundongos nao-Tg machos
apresentaram uma elevacao significativa de 72 % na fracdo de LDL-colesterol (Tabela 13) apos
suplementacdo com DT. As razdes pelas quais a expressdo da CETP protegeu os camundongos

transgénicos contra a elevacdo das LDL observada nos ndo-transgénicos em resposta a
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suplementacdo com testosterona ndo sdo claras, porém ja foi mostrado que pacientes com
deficiéncia de CETP apresentam LDL com menor afinidade por seus receptores, e assim
permanecem mais tempo no plasma (Sakai et al., 1995).

A atividade da CETP determinada tanto pelo ensaio com substratos exdgenos como
endogenos € mostrada na Figura 5. Podemos observar que o tratamento com DT induziu um
aumento na atividade da CETP de 45 % nas fémeas e de 56 % nos machos. Porém, devido a
grande variabilidade dos dados, ndo foi atingida a significancia estatistica para p<0,05.

Buckler et al. (1997) mostraram que mulheres na pré-menopausa tratadas com baixas
doses de testosterona apresentaram niveis de VLDL-colesterol aumentados e diminuicdo dos
niveis de HDL-colesterol e apoA-I. Redu¢do dos niveis de HDL-colesterol apds suplementacio
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, o 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 modificagcdao
da concentragdo de HDL-colesterol, embora tenha resultado em aumento de sintese hepatica de
apoAl (Tang at al. 1991a, 1991b). Em contrapartida, fémeas C3H castradas e tratadas com
testosterona exibiram reduc¢do da concentracdo de HDL-colesterol (Tang et al., 1991a). Por
outro lado, van Vlijmen et al. (1996) mostraram que a administracdo de testosterona a fémeas
hiperlipidémicas que expressavam uma apoE mutada, a apoE3 Leiden, promoveu aumento do
clearance de VLDL e redugdo da concentracdo de VLDL+LDL, sem alterar a concentracdo de
HDL. Em fémeas hiperlipidémicas por deficiéncia de apoE, quando castradas e tratadas com
testosterona, houve aumento de HDL-colesterol (Elhage et al., 1997).

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

E importante lembrar que os resultados obtidos neste e nos varios estudos citados podem
ser consequéncia de metabdlitos da testosterona, isto é, de estrégenos derivados da
aromatizacdo da testosterona pela enzima aromatase, a qual ocorre nio s6 no ovario mas
também no figado, tecido adiposo, coértex da adrenal e parede arterial (Griffin et al., 1998;

Simpson et al., 1999). Friedl et al. (1990) observaram aumento de estradiol em homens tratados
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com testosterona quando comparados aos tratados com testosterona + testolactona (inibidor da
aromatizacao da testosterona) ou com metiltestosterona (andrégeno que ndo é metabolizado em
estradiol). Recentemente, Nathan et al. (2001) mostraram que a administracdo de um inibidor da
aromatizacdo de testosterona a camundongos machos hipercolesterolémicos aumentou a
formacao de lesdes aterosclerdticas tanto quanto a castragdo destes animais. Em contraprova, a
administracdo de testosterona aos animais castrados reduziu a formacgao das lesdes tanto quanto
a administracdo de estradiol. Estes resultados indicam que a testosterona atenuou o
desenvolvimento da aterosclerose por ser convertida em estrégeno pela aromatase expressa na
parede do vaso.

Na seqiiéncia, estudamos animais com perfil de LP mais semelhantes aos seres humanos.
Para tanto, os animais CETP Tg foram cruzados com animais knockout do receptor de LDL,
gerando dois grupos: CETP/R1 e R1, os quais sdo moderadamente hipercolesterolémicos. Estes
animais foram tratados por 3 semanas com dois tipos de testosterona: Durateston (DT) uma
mistura de ésteres de testosterona metabolizdvel e Mesterolona (MEST), que ndo ¢
metabolizada intracelularmente. Para cada tratamento foi realizado o correspondente grupo
placebo: propilenoglicol no caso do DT (PEG) e goma ardbica no caso da MEST (GA).

O peso corporal e de 6rgdos dos animais CETP/R1 e R1 estdo apresentados na Tabela
15. Somente o peso corpéreo estava aumentado significativamente nos camundongos CETP
/R1 MEST quando comparados aos controles CETP/R1 GA (p<0,01) ao final do tratamento.

As concentracdes plasmdticas de lipideos e glicose nestes animais estio mostradas na
Tabela 16. Observamos que os niveis de dcidos graxos livres (AGL) e de glicose ndo variaram
nem em funcdo dos tratamentos hormonais nem em funcdo do genétipo. Tanto DT quanto
MEST elevaram significativamente a colesterolemia dos animais CETP/R1. Isso ndo aconteceu
nos animais LDL R1 porque estes ja apresentam uma concentra¢do basal de colesterol maior
que a dos animais CETP/RI1. Os niveis de triglicérides também estavam aumentados nos
animais CETP/R1 tratados com DT, porém ndo se alteraram nos animais tratados com MEST.

A elevacgdo da colesterolemia pelos tratamentos com testosterona jé era esperada, uma vez
que isso jé havia sido descrito na literatura, tanto em camundongos (Tang et al, 1991) como em
seres humanos (Jockenhovel et al., 1999). Podemos ainda concluir que este efeito independe da

metabolizacdo intracelular da testosterona.
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O perfil da distribuicdo do colesterol nas LP plasmadticas estd mostrado na Tabela 17.
Observamos que a MEST induziu aumento tanto de LDL (81 %) quanto de HDL (30 %) nos
animais CETP/R1 enquanto elevacdes mais brandas foram observadas em animais R1. O
tratamento com a testosterona metabolizdvel DT também induziu aumento estatisticamente
significativo tanto de LDL (47 %) quanto de HDL (15 %) nos animais CETP/R1.

Para melhor evidenciar os efeitos dos dois tipos de testosterona e os efeitos dos gendtipos
sobre o perfil de LP plasmaticas, os dados da Tabela 17 foram transformados em porcentagem
de variacdo em relacdo aos valores dos placebos e mostrados na Figura 6. No painel da
esquerda, mostramos como a resposta ao tratamento com MEST varia em funcdo do genétipo.
Os animais que expressam CETP responderam com aumento de LDL, enquanto isso ndo
ocorreu nos animais R1. No painel da direita mostramos o efeito das duas testosteronas no
mesmo grupo genotipico (CETP/R1). Observamos que ambas, DT e MEST, produziram o
mesmo efeito sobre as concentracdes de LDL e HDL, porém MEST foi mais potente que DT.

Para buscar explicacdo para as alteracdes nos lipideos e LP, medimos as atividades das
enzimas lipoliticas (LPL e LH), lipdlise endégena e atividade da CETP, as quais sdo
apresentadas na Tabela 18.

O tratamento com DT ndo alterou a atividade da LPL conforme resultados do ensaio com
substratos exdgenos. Em seres humanos, o efeito de testosterona sobre LPL é controverso.
Tratamento com testosterona e inibidor da aromatase levou ao aumento na LPL (Zmuda et al.,
1993). Porém, tratamento com outro esterdide androgénico nao metabolizavel (stanozolol) ndao
alterou os niveis de LPL (Haffner et al, 1983). Outros estudos em homens hipogonddicos ou
ratos castrados mostraram que a reposicdo com testosterona ndo altera a atividade da LPL
(Valdemarsson et al, 1987; Tan et al, 1999; Peinado-Onsurbe et al, 1993), como ocorreu em
nosso estudo.

Verificamos também que a lipdlise endégena ndo estava alterada pelo tratamento com
DT, através da diferenca das concentracdes finais e iniciais de dcidos graxos livres (AGL) apds
incubacdo do plasma pré-heparina (substratos endégenos) com plasma pds-heparina (rico em
lipases). Portanto, o aumento da concentracio de triglicérides (TG) no plasma dos animais DT
deve ser consequéncia de uma elevacido da secre¢do hepatica e/ou intestinal de TG e ndo de

reducdo do processo lipolitico intravascular.
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Os efeitos da MEST e DT em aumentarem a LDL, poderiam ser resultado de: 1) aumento
de conversio de VLDL para LDL mediado pela LPL e LH, 2) aumento de transferéncia de
colesterol para LDL, mediado pela CETP, e 3) reducdo do nimero de receptores de LDL. A
primeira possibilidade ndo deve estar contribuindo para este resultado, uma vez que nio
verificamos reducdo de TG, pelo contrario, o DT aumentou a trigliceridemia. As enzimas LPL
e LH e a lipdlise endégena também ndo variaram nos animais tratados com testosterona. A
expressdo da CETP ndo foi modificada pelo tratamento com MEST, porém encontrava-se
elevada no grupo de animais tratados com DT (Tabela 18).

Portanto, nossos resultados sugerem que o aumento de LDL deve-se ao menor nimero de
receptores de LDL ou menor afinidade da LDL pelos seus receptores nos animais tratados com
testosterona. H4 indicacdes na literatura de que a testosterona reduz a expressdo dos receptores
da LDL. Croston et al (1997) descreveram que agonistas de receptores androgénicos reduzem a
transcri¢do génica do receptor da LDL induzido por estrégeno em cultura de hepatdcitos. Por
isso DT (metabolizdvel a estrogeno) nao teria efeito tdo potente sobre LDL, como € o caso da
MEST (LDL aumentada em 47 % vs 81 %, respectivamente).

Os efeitos da MEST e DT em aumentarem as HDL poderiam ser resultado de: 1) reducao
das proteinas CETP, LH ou SRBI, e 2) aumento de apo Al, ABCA1 ou LCAT.

A MEST niao alterou a CETP e a LH. Porém, o DT elevou a CETP e reduziu a LH
(Tabela 18). Como ambas as proteinas, CETP e LH, s@o inversamente correlacionadas com
concentracdes de HDL (Tall 1990 e1995; Brinton et al, 1989 e 1991; Bersot et al, 1999), o
aumento da CETP e reducdo da LH tiveram menor impacto sobre a HDL (+15 %) nos animais
tratados com DT, quando comparados ao aumento de 30 % da HDL dos CETP/R1 tratados com
MEST. Portanto, a MEST (e também a DT) podem estar atuando na expressdo de outras
proteinas que aumentam HDL, tais como apoA-I, ABCA1 ou LCAT. Tang et al (1991a, 1991b)
mostraram aumento de sintese hepatica de apoA-I em fémeas C57BI6 tratadas com testosterona.

Como os efeitos sobre CETP e LH s6 foram verificados com a testosterona metabolizavel,
podemos concluir que eles sdo consequéncia dos metabdlitos da testosterona,
dihidrotestosterona ou estrogeno.

Diferentemente de nossos resultados, Frield et al. (1990) mostraram que em homens

tratados com testosterona ndo metabolizdvel ocorria aumento de LH, enquanto o tratamento
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com testosterona metabolizdvel ndo tinha efeito sobre a LH. Portanto, nossos resultados podem
ser espécie-especificos.

Com o objetivo de investigar se o aumento da atividade da CETP e reducdo da LH
aumentariam o transporte reverso de colesterol indireto, via apoB-LP, para o figado, realizamos
estudo cinético com HDL marcada com '*C-colesteril oleato em camundongos CETP/RI
tratados com DT e PL. Seis horas ap6s a injecio de '*C-HDL, o plasma dos animais foi
submetido a FPLC para fracionamento das lipoproteinas. Esses resultados sdo apresentados na
Figura 7 e Tabela 19.

Podemos observar na Figura 7 que tanto a quantidade de “CCE-HDL que permanece no
plasma durante as 6 horas, medida através da 4rea sob a curva de radioatividade, quanto a taxa
fracional de remocao plasmatica de "“CCE, avaliada através da inclinagdo da curva, ndo foram
alteradas pela suplementagdo com DT. No entanto, quando isolamos as lipoproteinas
plasmaticas 6 horas apés a injecdo ev de "*CCE-HDL, observamos um aumento de "*CCE nas
fracdes VLDL (+ 76 %) e LDL (+17 %) e diminui¢io de '*CCE na fracio HDL (-10 %)
(Tabela 19). Estes dados comprovam que a transferéncia de CE da HDL para as apoB-LP esta
aumentada, porém este CE das apoB-LP (VLDL e LDL) permaneceu mais na circulacdo dos
animais DT do que dos animais PL. A reducdo de '*CCE na HDL também estd de acordo com
o aumento da transferéncia de '*CCE de HDL para VLDL e LDL, pela CETP.

Estes resultados indicam que a testosterona metabolizdvel aumentou LDL, por aumentar a
atividade da CETP e reduzir a velocidade de remocdo plasmadtica das LDL. Este ultimo efeito
pode ser resultante da acdo da testosterona sobre o nimero de receptores ou sobre a afinidade da
LDL por seus receptores. O efeito da testosterona ndo metabolizdvel (MEST) em aumentar a
LDL foi mais potente que o da testosterona metabolizavel (DT). Apesar de ndo estimular a

atividade da CETP, o efeito da MEST sobre LDL foi maior nos animais que expressam CETP.
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IV.3) ESTUDO DA INTERACAO ENTRE TREINAMENTO FiSICO E
SUPLEMENTACAO COM TESTOSTERONA

Resultados e Discussao

Neste estudo avaliamos a interagdo entre o exercicio fisico (6 semanas de natagdo) e
suplementacio com Mesterolona (3 semanas), testosterona ndo metabolizdvel, em
camundongos adultos com deficiéncia parcial de receptor de LDL e que expressavam a CETP

(CETP/R1) ou nio (R1).

Efeitos da testosterona em animais sedentarios

O tratamento com MEST ndo alterou o peso corpéreo, peso das adrenais e peso relativo
dos testiculos, do figado e do coragcdo em ambos os grupos genotipicos (Tabela 20). Houve
uma redu¢dao média de 2,6 g de peso corpdreo em todos os grupos de animais ao final do estudo.
Esta reducdo € atribuida ao estresse didrio da gavagem, uma vez que ocorreu em ambos os
grupos genotipicos e tanto nos tratados com MEST quanto nos placebo.

A colesterolemia estava significativamente aumentada (p=0,002) no grupo MEST que
expressava a CETP (CETP/ R1) quando comparada ao placebo (Tabela 21). Isso ndo foi
verificado no grupo R1, pois estes ja apresentavam uma concentragdo de colesterol basal maior
que os CETP/R1 placebo (p=0,0003). Quanto aos niveis plasmaticos de AGL, TG e glicose,
estes ndo variaram nem em func¢do do gendtipo, nem em fung¢do do tratamento hormonal
(Tabela 21).

A distribuicdo do COL nas lipoproteinas € apresentada na Tabela 22, onde podemos
observar que ndo houve modificacdo em VLDL-COL entre os grupos. Porém, o tratamento com
MEST induziu elevacio em LDL-COL nos CETP/R1 e de HDL-COL em ambos os grupos
genotipicos. A presenca da CETP nos grupos tratados com MEST (CETP/ R1 vs R1) induziu
aumento de 18 % em LDL-COL (p=0,002) e este aumento se refletiu na fracio non-HDL (17
%) e na razdo V+LDL/HDL (31 %), tornando o perfil lipoprotéico do CETP/ R1 MEST o mais

aterogénico dos quatro grupos.
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Investigamos também as duas proteinas moduladoras do metabolismo da HDL, a CETP e
LH (Tabela 23). Verificamos que as quantidades de CETP (ensaio exdgeno) e de LH ndo
estavam alteradas pelo tratamento com MEST. Assim, ndo podemos atribuir a elevacdo dos
niveis plasmaticos de HDL-COL induzida por MEST as modifica¢des das concentracdes destas

proteinas.

Efeito da testosterona em camundongos exercitados

Camundongos CETP/ R1 e R1 foram submetidos a treinamento fisico através de sessoes
diarias (5 dias/semana) de natacdo durante 6 semanas e receberam Mesterolona ou placebo nas
3 ultimas semanas de treinamento.

A Tabela 24 mostra que os pesos corpéreos, de adrenais e pesos relativos de testiculos,
do figado e do coragdo ndo variaram entre os grupos exercitados. Nestes grupos exercitados
também ocorreu redugdo de peso em todos os grupos genotipicos, tratados ou nao com MEST
(redu¢do média de 3,7 g de peso corpdreo). Atribuimos esta reducdo de peso corpéreo ao
estresse do treinamento fisico associado a gavagem didria.

As concentracOes plasmaticas de COL, TG, AGL e glicose ndo variaram nem em funcdo
do tratamento com Mesterolona, nem em funcdo do gendtipo dos animais exercitados (Tabela
25).

Os perfis de LP dos animais exercitados estdo na Tabela 26. Observamos auséncia de
efeitos da MEST em VLDL-COL e LDL-COL tanto nos grupos CETP/ R1 como nos LDL R1
exercitados. No entanto, o tratamento com MEST reduziu significativamente a concentracio de
HDL (-18 %) somente nos R1, embora se observe a mesma tendéncia nos CETP/R1 (-9 %),
porém sem alcancar significincia estatistica. Quando analisamos a fragdo non-HDL e a razdo
V+LDL/HDL podemos observar que a presenca da CETP no grupo placebo levou a maior
concentragdo de COL na fracdo non-HDL e conseqiientemente maior indice aterogénico.

As atividades da CETP e da LH (Tabela 27) nao sofreram alteracdes significativas nem

entre os genotipos, nem entre os tratamentos hormonais dos camundongos exercitados.
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ANALISE MULTIFATORIAL DOS RESULTADOS DOS ANIMAIS CETP/R1 E Rl,
TRATADOS COM MEST OU PLACEBO, SEDENTARIOS E EXERCITADOS

Os dados dos estudos com os animais sedentarios e exercitados foram tratados em
conjunto através da andlise de variancia multifatorial para entendermos os efeitos do gendtipo
(ter ou ndo a CETP), do tratamento com Mesterolona, do exercicio e das possiveis interacoes

entre estes 3 fatores. A seguir descreveremos estes efeitos para cada parametro estudado.

COLESTEROL

A anélise multivariada mostrou que a presenca de CETP, o exercicio e as interagdes
CETP-exercicio e Mesterolona-exercicio afetam significativamente as concentracdes
plasmadticas de colesterol total: o exercicio fisico elevou os niveis de colesterol plasmatico tanto
nos camundongos CETP/R1 (31%, p<0,0001) como nos R1 (13%, p=0,02) e esta elevacao foi
mais pronunciada nos animais que expressavam a CETP (CETP/R1), Figura 11. O exercicio
fisico aumentou os niveis de colesterol no plasma dos camundongos tratados com placebo em
33 % (p<0,0001) e nos tratados com Mesterolona em 11 % (p=0,008), Figura 12.

Vérios autores observaram que niveis de colesterol em homens exercitados ndo se
alteravam em relacdo aos sedentdrios (Tikkanen et al., 1998; Durstine et al., 2001; Kim et al.,
2001; Kraus et al., 2002; Katzmarzyk et al., 2001; Benitez et al., 2002; Thompson et al., 1991;
Banz et al., 2003; Jafari et al., 2003). Entretanto, outros autores relataram diminuicao nos niveis
de colesterol como consequéncia de treinamento fisico (Siep et al., 1993; Foger et al., 1999;
Herd et al., 2001). Reducdo de colesterol também foi observada em estudos com homens
exercitados tratados com testosterona (Sader et al., 2001; Zmuda et al., 1993). Porém, aumento
do colesterol plasmatico em funcido de aumento de atividade fisica foi descrito anteriormente

em dois trabalhos (McKillop & Ballantyne, 1987 e Hurley et al., 1984).
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VLDL-COL

Niao houve interacdes significativas entre os efeitos do genétipo, atividade fisica e
Mesterolona neste pardmetro. A andlise multivariada mostrou que o tratamento com
Mesterolona, isoladamente, elevou de modo significativo as concentra¢des de VLDL-COL em
42% (p=0,02) independentemente do gendtipo e do estado de atividade fisica (Figura 10).
Encontramos vérios trabalhos na literatura em que animais castrados e suplementados com
testosterona apresentaram resposta bastante variadas nos niveis de VLDL-COL (Haug et al.,
1985; Elhage et al., 1997; Larsen et al., 1993; Greger et al., 1990; Bruck et al., 1997). Herbst
et al (2003) ndo encontraram alteracdo nos niveis de VLDL-COL quando submeteu homens

saudaveis a tratamento de 3 semanas com testosterona.

LDL-COL

A andlise multivariada mostrou que existe intera¢do significativa entre os efeitos de
Mesterolona e exercicio em relacdo as concentragcdes plasmadticas de LDL-COL. O exercicio
fisico elevou a fracdo de LDL-COL em 32 % (p= 0,0006) de modo geral (todos exercitados vs
todos sedentdrios) (Figura 8) , em 60 % (p=0,0006) nos animais que nio foram tratados com a
Mesterolona (grupos placebo) (Figura 12) . von Duvillard et al (2000), em estudo com porcos
alimentados com dieta hiperlipidica e exercitados, observaram aumento na fracio LDL-COL.
Porém, reducdo em LDL-COL e também em apo B foram encontradas em homens e mulheres
exercitados (Siep et al., 1993). Na maioria dos estudos em humanos, o exercicio fisico diminuiu
ou nao alterou os niveis de LDL-COL (Tikkanen et al., 1998; Durstine et al., 2001; Kim et al.,
2001; Kraus et al., 2002; Katzmarzyk et al., 2001; Benitez et al., 2002; Thompson et al., 1991;
Banz et al., 2003; Jafari et al., 2003). Portanto, este efeito parece estar relacionado a espécie

estudada.

Non-HDL (VLDL+LDL)
A andlise multivariada mostrou que a presenca de CETP, o exercicio e a interacdo
Mesterolona-exercicio afetaram significativamente as concentragdes plasmdticas da fragcdo

chamada non-HDL a presenca de CETP levou uma tendéncia de elevar a fragio non-HDL em

51



15 % (p= 0,06) (Figura 9) . O exercicio, per se, elevou a fracdo non-HDL em 31 % (p=
0,0005) (Figura 8) . Este efeito foi mais potente nos grupos placebo, 56 % (p<0,0009).

HDL-COL

Pela andlise multivariada, a presenca de CETP, o exercicio e as interacdes CETP-
exercicio e Mesterolona-exercicio afetaram significativamente as concentracdes plasmadticas de
HDL-COL: a presenga de CETP reduziu a HDL-COL em 21 % (p= 0,0001) (Figura 9) . Este
efeito era esperado, uma vez que a atividade da CETP € inversamente correlacionada a
concentragdo de HDL-COL.

O exercicio aumentou os niveis de HDL-COL (Figura 8) e este aumento foi mais intenso
no grupo que expressava a CETP (46 %, p<0,0001)) que nos R1 (20 %, p=0,01) (Figura 11).
Foi verificado em animais tratados com placebo (59 %) mas ndo nos tratados com Mesterolona
(Figura 12) .

Niebauer et al (1999) ndo observaram aumento em HDL-COL apés treinamento em
esteira em camundongos fémeas wild type e knockout para apo E durante 4 semanas.
Entretanto, von Duvillard et al (2000), em estudo com porcos alimentados com dieta
hiperlipidica e exercitados, observaram aumento na fragdo HDL-COL. Em humanos, o
exercicio pode aumentar ou ndo alterar os niveis de HDL-COL e as razdes para estas diferencas
estdo relacionadas com os diferentes tipos de exercicio realizados, sua intensidade e
regularidade (Tall, 2002).

O tratamento com Mesterolona aumentou os niveis de HDL-COL somente nos grupos
sedentdrios (27%, p<0,0001), mas ndo nos exercitados, pois este ultimo j4 possuia uma
concentracdo de HDL-COL mais elevada. Em uma revisdo feita por M. Oettel (2003) foi
descrito que a testosterona endogena em homens de meia idade estd associada positivamente
com os niveis de HDL-COL e apoB (Tan et al, 1998). Nos estudos que investigaram a
associacdo entre exercicio e testosterona, os niveis de HDL-COL apresentam-se diminuidos .
Fisiculturistas usudrios de EAA apresentaram menores concentracdes plasmaticas de HDL-
COL quando comparados a ex-usudrios (Urhausen et al., 2003) a ndo usudrios atletas (Sader et

al., 2001; McKillop et al., 1987) e ndo usudrios sedentarios (McKillop et al., 1987).

52



RAZAO (VLDL+LDL)/HDL

A andlise multivariada mostrou que apenas a presenca de CETP afeta significativamente
a relacdo (VLDL+LDL)/HDL. Nos grupos combinados, a presenca de CETP elevou a relacao
(VLDL+LDL)/HDL em 36 % (p<0,0001). Esta relacdo € muito utilizado na clinica médica
como indice aterogénico, sendo assim podemos inferir que neste contexto a presenca da CETP é

aterogénica.

CETP

A anélise multivariada mostrou que apenas o exercicio fisico afetou significantemente a
atividade da CETP. Os camundongos exercitados apresentaram uma diminui¢do de 19 %
(p=0,01) na atividade da CETP (Figura 8) .

Siep et al (1993) mostraram diminui¢do da atividade da CETP em homens e mulheres
normolipidémicos submetidos a treinamentos fisicos durante 9 - 12 meses quando comparados
com seus proprios valores pré-treinamento fisico. Foger et al. (1994) observaram diminuicio da
massa e¢ da atividade da CETP em atletas de endurance apds maratona ciclistica quando
comparados aos valores pré-competicdo. No entanto, Gupta et al. (1993) observaram aumento
da atividade da CETP em atletas quando comparados a homens sedentdrios. Wilund et al
(2002), em estudo onde homens sedentdrios que apresentam dois genétipos para a CETP
(polimorfismo Taq 1B) submetidos ao treinamento de endurance, mostraram diferengas nas
respostas concentracdes de HDL-COL frente ao exercicio fisico conforme a variagdo no gene
da CETP. Os individuos com o genétipo CETP-B1B2 responderam ao exercicio com aumento

de HDL-COL enquanto isso ndo ocorreu nos individuos B1B1.

TRIGLICERIDES (TG)

Pela andlise multivariada apenas o exercicio afetou significativamente as concentracdes
plasmaticas de TG: nos grupos combinados, o exercicio reduziu as concentragdes plasmaticas
de TG em 26 % (p<0,0001). Este resultado estd de acordo com a literatura (Thompson & Rader,
2001; Kraus et al., 2002; Siep et al., 1993; Foger et al., 1999; Herbert et al., 1984; Dustine et al.,
2001; Hurley et al., 1984). Porém, em alguns estudos ndo foram observadas variacdes nos
niveis de TG plasmatico pelo exercicio (Tikkanen et al., 1998; Jafari et al., 2003; Katzmarzyk et

al., 2001; Herde t al., 2001).
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ACIDOS GRAXOS LIVRES (AGL)
A andlise multivariada mostrou que apenas o exercicio afetou significativamente as
concentragdes plasmdticas de AGL: nos grupos combinados, o exercicio reduziu as

concentragdes plasmaticas de AGL em 19,5 % (p<0,0004).

GLICOSE
Nenhum fator (gendtipo, exercicio, testosterona) teve efeito estatisticamente significante

sobre a glicemia.

PESO CORPORAL E DE ORGAOS

A andlise multivariada mostrou que apenas o exercicio alterou significativamente a
variagdo de peso corporeo e de 6rgdos dos camundongos.

O treinamento fisico conjuntamente com a gavagem (seja de placebo ou MEST) nos
animais exercitados induziram maior perda de peso corpéreo quando comparado a gavagem
isoladamente nos animais sedentdrios (-2,7 g vs -3,7 g, p<0,0001, respectivamente para
sedentarios vs exercitados).

O peso relativo do figado dos animais exercitados (4,3%) foi maior que o dos animais
sedentérios (4,1%; p<0,006).

O peso relativo dos testiculos dos animais exercitados (0,9%) foi maior que o dos animais
sedentérios (0,8%; p<0,005).

O peso relativo do coragdo foi maior nos animais exercitados (0,6%) que o dos animais
sedentdrios (0,5%; p<0,0001). Este dado sugere que pode ter havido hipertrofia cardiaca nos
animais exercitados, embora o protocolo de treinamento fisico esteja descrito na literatura
(Evangelista et al., 2003) como um protocolo que ndo causa hipertrofia cardiaca.

Esses resultados foram independentes da expressio da CETP e do tratamento com

Mesterolona.
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VI-CONCLUSOES

Estudo da deficiéncia de testosterona.

e Os efeitos da deficiéncia de testosterona em animais normolipidémicos sao:

1- aumento de LDL e reduciao de HDL.

2- aumento dos niveis de auto-anticorpos anti-LDLoxidada circulante.

3- ndo modifica a expressdo de LPL, LH e CETP.

4- ndo modifica a lipdlise endégena das LP ricas em TG.

5- Aumento de transferéncia endégena de CE de LDL para HDL, mediada pela CETP.

6- Reducdo de secre¢ao de VLDL-TG mas ndo de VLDL-COL.

7- ndo modifica as velocidades de remog¢do plasmética de HDL e LDL.

o Efeitos da deficiéncia de testosterona em animais hiperlipidémicos (background de
deficiéncia do receptor de LDL e dieta hiperlipidica):

1- aumento da concentracdo de colesterol total.

2- aumento de [VLDL + LDL] e da relacdo VLDL+LDL/HDL

3- aumento da drea de lesdo ateroscleroética.

4- aexpressdo da CETP atenuou todos os efeitos da castracdo.

Em sintese, a deficiéncia de testosterona aumentou a concentra¢do plasmatica de apoB-
LP, diminuiu a taxa de secrecdo de VLDL-TG mas ndo de VLDL-COL, aumentou as
concentracOes de auto-anticorpos anti-LDLox e dobrou o tamanho da drea de lesdo
aterosclerdtica induzida por dieta. A expressdo da CETP nao foi alterada na deficiéncia de
testosterona e levou a um menor aumento das apoB-LP e redu¢do do tamanho da drea de lesdao

nos camundongos deficientes de testosterona.
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Estudo da suplementacao com testosterona

1- Testosterona metabolizavel (DT e AN) nao alterou o perfil de lipideos e de lipoproteinas
em camundongos que expressam CETP.

2- Testosterona metabolizdvel (DT) aumentou LDL-colesterol em camundongos ndo-
transgénicos C57BL/6.

3- Testosterona, metabolizdvel ou ndo, aumentou a colesterolemia em animais que
expressam CETP e té€m deficiéncia parcial de receptores de LDL (CETP/R1).

4- Testosterona metabolizdvel (DT) induziu aumento da trigliceridemia em animais
CETP/R1.

5- Testosterona, metabolizdvel ou ndo, induziu elevacio de LDL e HDL em animais
CETP/R1.

6- A testosterona metabolizdvel (DT) aumentou a expressdo da CETP e reduziu a expressao
da LH.

7- A testosterona metabolizdvel (DT) diminuiu a remog¢do plasmdtica de LDL mas ndo de

HDL em animais CETP/R1.

Esses resultados demonstram que os efeitos da testosterona sobre o metabolismo das
lipoproteinas sdo dependentes do genétipo (presenca de CETP e deficiéncia de receptor de
LDL) e do tipo de testosterona (metabolizdvel ou ndao). Em conjunto, os dados sugerem que
a testosterona aumenta LDL por reduzir o nimero de receptores para LDL. Este efeito é
amenizado pelo aumento de expressdo de CETP que poderia aumentar a afinidade das LDL
pelos seus receptores. Testosterona também aumenta HDL provavelmente por aumentar a

sintese hepdtica de apoA-I. Este efeito € reduzido pelo aumento da expressao da CETP.
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Estudo da interacdo entre treinamento fisico e suplementagdo com testosterona

1- O exercicio fisico reduziu os niveis de TG e de AGL, independentemente do tratamento com
Mesterolona.

2- O exercicio fisico aumentou a colesterolemia ¢ HDL-COL, de maneira mais potente nos
animais que expressam a CETP e nos animais que ndo foram tratados com Mesterolona. O
exercicio fisico aumentou também a fragdo LDL-COL, de forma mais intensa nos animais nao
tratados com Mesterolona.

3- O exercicio fisico reduziu a atividade da CETP, independentemente do tratamento com
Mesterolona.

4- A presenga da CETP reduziu HDL-COL e elevou a relacdo VLDL+LDL/HDL, independente
do tratamento com Mesterolona e do estado de atividade fisica.

5- O tratamento com Mesterolona aumentou VLDL-COL, independente do genétipo e do
estado de atividade fisica.

6- O tratamento com Mesterolona reduziu HDL-COL nos grupos exercitados.

Esses resultados demonstram que o exercicio fisico tem um efeito mais benéfico nos

animais que ndo foram tratados com Mesterolona.
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CONCLUSAO FINAL

Em conjunto, podemos concluir a partir dos trés estudos que:

1- A deficiéncia de testosterona aumentou os niveis plasméticos de LDL e de anticorpos anti-
LDL oxidada e duplicou o tamanho médio da lesdo aterosclerética da raiz da aorta. A expressao
da CETP promoveu uma redug¢do significativa do tamanho da les@o aterosclerética.

2- A suplementacdo com testosterona, seja metabolizdvel ou ndo, induziu -elevacdes
significativas tanto de LDL como de HDL. Porém, somente a testosterona metabolizavel
tornou o perfil de lipoproteinas mais aterogénico (aumento da relacdo V+LDL/HDL),
provavelmente devido ao aumento da expressdo da CETP.

3- O exercicio fisico aumentou HDL, de maneira mais potente nos animais que expressavam a
CETP e nos animais que nio foram tratados com Mesterolona. O exercicio também reduziu a
atividade da CETP, os niveis de triglicérides e acidos graxos livres, independentemente do
tratamento com Mesterolona. O tratamento com Mesterolona aumentou VLDL, independente

do genétipo e do estado de atividade fisica, e reduziu HDL nos animais exercitados.
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Tabela 1. Peso corporal e de 6rgaos de camundongos CETP transgénicos (Tg) e nao transgénicos
(n&o-Tg) machos pseudo-operados (sham) e apds 30 dias de castracéo.

CETP Tg nao - Tg
sham castrado sham castrado
(n=21) (n=22) (n=14) (n=12)
Peso corpdreo inicial (g) 27+0.3 2 26 +0.3 24£0.9 25+ 1.1
Peso corpdreo final (g) 28 +0.4 ab 25+0.5° 25+0.8 24 £1.2
Par de adrenais (mg) 46+0.3 49+0.3 3.0+£0.2 40+0.3
Figado (% PC) 43+0.1 42+0.1 45+0.1 41+0.1

Média + ep , % PC: % do peso do corpo. Teste de Mann Whitney, letras iguais séo diferentes entre si : a) p=0.05,
b) p=0.0002.



Tabela 2. Concentracdo plasmatica de lipideos, glicose e insulina em camundongos CETP
transgénicos (Tg) e ndo transgénicos (ndo-Tg) pseudo-operados (sham) e 30 dias apds castracao.

CETP Tg nao - Tg
sham castrado sham castrado
COL (mg/dL) 58 + 2.5 (8) 56 + 3.0 (9) 101+ 7.2 (6) 100 + 7.3 (6)
AGL (nmol/L) 1.5+0.1 (8) 1.4+0.1 (9) 2.31£0.2 (6) 1.9+0.1 (6)
TG (mg/dL) 73+4.2 (8) 70+ 3.4 (9) 75+1.2 (6) 72+ 1.2 (6)
Glicose (mg/dL) 76 £3.5 (8) 79+£3.1 (9) 70+ 6.4 (6) 77 + 6.4 (6)
Insulina (ng/dL) 0.2£0.04 (4) 0.3+£0.04 (5)

Média + ep (n). COL:colesterol, AGL: acidos graxos livres, TG: triglicérides.



Tabela 3. Perfil lipoprotéico, anticorpo anti-LDLoxidada e 1gG total em camundongos CETP
transgénicos (Tg) e ndo transgénicos (ndo-Tg) pseudo-operados (sham) e apds 30 dias de castragao.

CETP Tg nao - Tg

sham castrado sham castrado
VLDL-COL (mg/dL) 3.5+0.3 (3) 2.7+0.6 (3) 3.7+0.3 (3)¢ 5.3+0.3(3)¢
LDL-COL (mg/dL) 10.7+1.1(3)2 146+0.2(3)2 9.3+0.1(3)¢ 16.7+1.1(5)®
HDL-COL (mg/dL) 47.4+19 (3)° 33.1+£0.8(3)° 86.7+093)f 77.2+16(5)f
VLDL+LDL/HDL 0.30 £ 0.03 (3) 0.50 £ 0.05 (3) 0.13+0.03(3)¢ 0.27+0.03(5)¢
Anti-LDL ox (abs.) 0.12+0.02 (6) © 0.20 £ 0.02 (7) ©
IgG total (abs.) 0.51 £0.10 (6) 0.44 +0.08 (7)

Média + ep (n). COL: colesterol, LDLox: LDL oxidada, abs.: absorbancia (450 nm). Comparacdes entre sham vs.
castrado de cada grupo. Expoentes iguais sao diferentes entre si. Teste “t” de Student: a) p=0.025, b) p=0.002,
d) p=0.02, e) p=0.001 e f) p=0.003. Teste de Mann Whitney : ¢c) p=0.01¢e g) p=0.05.



Tabela 4. Atividades da CETP e das lipases vasculares (lipoproteina lipase, LPL; lipase
hepatica, LH) circulantes no plasma de camundongos CETP transgénicos (Tg), pseudo-
operados (sham) e apds 30 dias de castracao.

CETP Tg
sham castrados
CETP (ensaio exdgeno) (%) 30 +2.9 (8) 27 +3.8 (8)
Transferéncia de CE enddgena (%) 44 +2.3 (6)2 53+2.1 (7)®
LPL (nmoles/mL/h) 1120 + 117 (8) 1203 + 174 (7)
LH (nmoles/mL/h) 1759 + 96 (8) 1853 + 124 (7)
Lipolise enddgena (AGL, nmoles/L/h) 0.44 £ 0.06 (5) 0.35+0.03 (7)

Média = ep (n). Teste de Mann Whitney : a) p=0.01.



Tabela 5. Remocao plasmatica de LDL e HDL humanas marcadas radioativamente no seu
componente protéico (251 e '3'1') ou no colesteril éster (3H), em animais CETP transgénicos,

castrados e sham-operados.

LP castrados P
125-HDL (ip) AUC 372 + 33 (4) 435 + 21 (5) 0.1323
131]-LDL (ip) AUC 507 £ 19 (4) 500 + 14 (4) 0.8076
SH-CE-LDL (ip) AUC 517 £16 (7) 474 + 52 (6) 0.73
SH-CE-LDL (ev) FCR 0.259 = 0.01 (7) 0.287 £ 0.01 (7) 0.1192
AUC 261 £ 15 (7) 260 =9 (7) 0.9015
SH-CE-HDL (ev) FCR 0.220 = 0.01 (7) 0.213 £ 0.01 (8) 0.6599
AUC 325 +10(7) 318 +£9 (8) 0.6126

Média £ ep (n). ip :injecdo intra-peritonial, ev: injecao endovenosa. Radioatividade maxima no plasma (uma hora
apdés a injecao intraperitonial ou dois minutos apos a injecao endovenosa) foi normalizada para 100%. AUC: “area

under curve” e FCR: “fractional catabolic rate” foram calculados do pico de radioatividade até 6 horas ap6s a
injecdo. FCR obtido através do slope das curvas de decaimento de radioatividade. * Teste de Mann Whitney



Tabela 6. Peso corporal e do figado de camundongos R1 e CETP/R1,castrados e pseudo- operados
(sham), alimentados durante 10 semanas com dieta hiperlipidica.

R1 CETP/R1
sham castrado sham castrado
Peso corpéreo final (g) 27 +3.1a 22+052a 24 +0.3° 22+0.45b
Figado (% PC) 5.8+0.1 6.4+0.3 5.3+0.1 51 +0.1

Média £ ep (n=12-16). % PC: % do peso do corpo. Letras iguais sédo diferentes entre si. Teste “t” de Stundent:
a) p<0.001;b) p<0.01.



Tabela 7. Concentragdes plasméaticas de colesterol (COL), triglicérides (TG), acidos graxos
livres (AGL) e glicose (GLIC) em camundongos R1 e CETP/R1, castrados e pseudo-operados
(sham), alimentados durante 10 semanas com dieta hiperlipidica.

R1 CETP/R1

sham castrados sham castrados
COL (mg/dL) 222 +1723c 273 +14ad 145+ 8bc 169 + 8 bd
TG (mg/dL) 68 +7 54 + 4 72 +7 66 + 6
AGL (nmol/L) 1.4+0.1¢ 1.1+0.1f 19+0.2¢ 1.8+0.1f
GLIC (mg/dL) 62 +3 65 +3 68 + 3 70 £2

Média £ ep, (n= 11-16), expoentes iguais sao diferentes entre si: Teste “t” de Student a) p=0.03,
b) p=0.05, c) p<0.0004, d) p<0.0001, e) p=0.02, f) p=0.0003.



Tabela 8. Atividade da lipoproteina lipase hepatica (LH) e da CETP em camundongos R1 e
CETP/R1 castrados e pseudo-operados (sham), alimentados com dieta hiperlipidica.

R1 CETP/R1
sham castrados sham castrados
LH 1915102 1663 = 75 1478 £ 111 1616 = 61
(nmoles/mL/h)
CETP 38+ 1.9 35+ 2.1

(% transferéncia CE)

Média £ ep, n=5-16/grupo. CE: colesteril-éster.



Tabela 9. Distribuicdo do colesterol nas fracdes lipoprotéicas plasmaticas de camundongos R1
e CETP/R1, castrados e pseudo-operados (sham), alimentados durante 10 semanas com dieta

hiperlipidica.
R1 CETP/R1
sham castrados sham castrados
(n=5) (n=8) (n=10)
mg/dL (%) mg/dL (%) mg/dL (%)
VLDL+LDL 126 +9ab(57) 195+823c(71) 69+4bd (48) 94 +4cd (56)
HDL 96 +8 (43) 75+4 (52) 75+4 (44)

VLDL+LDL/HDL 14 +0.2¢

2.7+0.4 ef

1.0+0.1 1.3+0.1f

Média + ep. Teste “t” de Student, expoentes iguais sao diferentes entre si, a) p=0.0002, b) p<0.0001,

c) p<0.0001, d) p=0.0008, e) p=0.02, f) p=0.01.



Tabela 10. Area das lesdes ateroscleréticas na raiz da aorta de camundongos
R1 e CETP/R1 castrados e pseudo-operados (sham), alimentados com dieta hiperlipidica.

Area de lesdo (x 103 pm?)

sham castrados
CETP/ R1 26 +6 (10) 40 £8 (12) @
R1 366 (11)°b 71 £13 (10) ab

Média £ ep, (n). Teste “t” de Student a) p<0.05 e b) p<0.02.



Tabela 11. Peso corporal e de 6rgaos de camundongos ndo transgénicos machos, tratados com placebo

(PL) e Durateston (DT).

PL DT

Peso corpdreo inicial (g) 27+1.7 28+ 1.1
Peso corpéreo final (g) 26+ 1.2 26 +0.7
Par de adrenais (mg) 35+0.1 42+04
Tecido adiposo perigonadal (% peso do corpo) 0.3+0.07 0.4+0.1
Figado (% peso do corpo) 4.1 £0.05 4.1+0.04
Par de testiculos (% peso do corpo) 0.7+ 0.01 0.7 £0.05
numero de animais utilizados 4 5

Média + ep.



Tabela 12. Peso corporal e de 6rgaos de camundongos CETP transgénicos machos e fémeas, tratados com placebo (PL), Androgenol
(AN) e Durateston (DT).

Machos Fémeas
PL AN DT PL AN DT

Peso corpdreo inicial (g) 23+04 22+0.5 23+0.8 2005 1904 20+04
Peso corpéreo final (g) 24+£04 23+0.3 24 +£0.7 2005 1903 20+0.2
Par de adrenais (mg) 47+02 41+£04 38+04 6.7£03 5406 50+£04
Tecido adiposo perigonadal (% peso do corpo) 0.8 £0.1 0.7+0.1 1.2+0.2 1.0+£03 08+£0.1 1.1£0.2
Figado (% peso do corpo) 43+0.1 43%+0.1 44+0.1 43+0.1 43+£0.1 44x0.1
Par de testiculos (% peso do corpo) 09+0.03 09+£0.02 0.8+£0.01

Par de ovérios (mg) 590+£09 44+03 44+03
nimero de animais utilizados 6 7 8 6 7 7

Média + ep.



Tabela 13. Concentracao plasmatica de lipideos, glicose, insulina e lipoproteinas em camundongos machos CETP
transgénicos (Tg) e nao transgénicos (nao-Tg) tratados com propilenoglicol (PL), Androgenol (AN) e Durateston (DT).

CETP Tg ndo-Tg
PL AN DT PL DT

COL (mg/dL) 74 £ 1.1 (6) 65+ 1.5 (8)° 71+£2.9(7) 95+£3.7(4) 103+7.3(5)
AGL (nmol/L) 1.2+0.1(6) 1.3+0.1(8) 1.2+0.1(7) 1.0£0.1(4)  0.8+0.1(5
TG (mg/dL) 72 + 6.4 (6) 63 +£5.0 (8) 90 + 15 (7) 59 £5.0 (4) 60 + 3.1 (5)
Glicose (mg/dL) 94 + 7.1 (6) 98 +5.6 (8) 92 + 4.8 (9) 86 + 8.8 (4) 105 +9.3 (5)
Insulina (ng/dL) ~ 0.25+0.06 (5) 0.20 + 0.04 (8) 0.30 +0.04 (7)

VLDL-C (mg/dL) 3.1+0.6 (4) 1.8 (1) 2.5+0.3(4) 1.9 £0.9 (4) 2.7 £0.7(5)
LDL-C (mg/dL) 16.8 + 1.6 (4) 13.5 (1) 17.5+ 1.7(4) 8.1 £2.1(4) 140 + 0.8(5)°
HDL-C (mg/dL) 54.0+2.2 (4) 49.7 (1) 51.1 + 2.1(4) 85 £2.4(4) 86.7+ 1.1 (5)

COL e C: colesterol, AGL: 4cidos graxos livres, TG: triglicérides. Média + ep, (n) representa o niimero de animais ou
nimero de pools de amostras. Andlise de variancia: a) AN vs. PL, p<0.05 e, teste “t” de Student: b) p=0.03.



Tabela 14. Concentracdo plasmatica de lipideos, glicose, insulina e lipoproteinas
em camundongos CETP transgénicos fémeas tratadas com propilenoglicol (PL),
Androgenol (AN) e Durateston (DT).

PL AN DT
COL (mg/dL) 66 + 3.1 (6) 67 +2.0(7) 67+1.6(7)
AGL (nmol/L) 1.8 £0.1(6) 1.3£0.2(7) 1.4£0.2 (7)
TG (mg/dL) 92 +£8.0 (6) 64 =13 (7) 74 +6.8 (7)
Glicose (mg/dL) 94 +5.4(6) 94 +6.0 (7) 81 £6.6 (7)
Insulina (ng/dL) 0.30 £ 0.08 (6) 0.20 £0.02 (7) 0.30 £ 0.02 (7)
VLDL-C (mg/dL) 4.6+0.3 (3) 4.7+0.9 3) 6.2+0.5(3)
LDL-C (mg/dL) 192+1.1(3) 19.6 £ 0.5 (3) 21.1+£2.6 (3)
HDL-C (mg/dL) 42.6 £ 1.0(3) 41.7+£0.7(3) 40.2 £2.6(3)

COL e C: colesterol, AGL: 4cidos graxos livres, TG: triglicérides. Média + ep,
(n) representa o nimero de animais ou pool de amostras.



Tabela 15. Peso corporal e de 6rgaos de camundongos CETP/R1 e R1, apds 3 semanas de tratamento com
Mesterolone (MEST), Durateston (DT) ou placebos (goma arabica, GA e propilenoglicol, PEG) .

R1 CETP/R1
MEST GA MEST GA DT PEG
Peso final (g) 20 +0.3 20 +0.5 23+0.4* 21104 25+0.5 25+0.4
Delta peso( g) 24 +0.2 -1.8+04 -25+02 -28+05 -3.3+03 -3.1+05
Tecido adiposo 0.5+0.1 0.5+ 0.1 0.5+0.1 0.4 £0.1 0.6 £0.1 0.5+0.1
perigonadal (% pc)
Figado (% pc) 4.1+0.1 4.2 +0.1 41+02 4.0+0.1 4.3+0.1 4.3+0.1

Média + ep, n=7 para grupos MEST, GA e PEG e n=15 para DT. % pc: % do peso do corpo. Teste “t"de Student :

*: p<0.01.



Tabela 16. Concentracao plasmatica de lipideos e glicose em camundongos CETP/R1 e R1, apds 3 semanas de
tratamento com Mesterolone (MEST), Durateston (DT) ou placebos (goma arabica, GA e propilenoglicol, PEG) .

R1 CETP/R1
MEST GA MEST GA DT PEG
COL (mg/dL) 110 £6.0 104 +5.7 100 +4.82 86 +3.12 97 +3.9° 85+3.4°
AGL (nmol/L) 1.5+0.1 1.3+0.1 1.6+01  1.6+0.1 13201 1.1+0.1
TG (mg/dL) 92 + 8.4 77+8.0 69+22 65+4.7 78 +6.5¢ 57 +2.7°
Glicose (mg/dL) 60 + 3.6 64 +2.5 67+21 69+29 66+2.4  72+4.0

COL: Colesterol, AGL:acidos graxos livres, TG, Triglicérides. Resultados sdo expressos como média + ep, n=7 para
grupos MEST, GA e PEG e n=15 para DT. Letras iguais sao diferentes entre si. Teste “t’de Student : a) p= 0.03 , b)
p=0.04 e c) p =0.01.



Tabela 17. Perfil de colesterol das lipoproteinas em camundongos CETP/R1 e R1, apds 3 semanas de tratamento
com Mesterolone (MEST), Durateston (DT) ou placebos (goma arabica, GA e propilenoglicol, PEG) .

R1 CETP/R1
MEST GA MEST GA DT PEG
(n) (4) (3) (6) (3) (7) (7)
VLDL-COL 26+02  22%0.2 2.6 £ 0.4 27+0.9 1.2+ 0.1 0.7 +0.1
LDL-COL 214+07 19.0+45 26.8+3.4% 148+16%° 30.0+15°  20.4+1.6°
HDL-COL 91.0+65 746+29 771+£55° 59.0+32° 66.1+25' 57.3+1.8
VLDL+LDL/HDL 0.26 +0.01 0.28 +0.05 0.38+0.05 0.31+0.05 0.48+0.02° 0.37+0.02°

Resultados sdo expressos como média * ep (mg/dL). Nos grupos MEST e GA o n representa pool de amostras dos
animais e nos grupos DT e PEG o n representa amostras individuais. Letras iguais sao diferentes entre si. Mann
Whitney: a) p= 0.03 e b) p=0.05. Teste “t” de Student c) p=0.0003, d) p=0.01 e e) p=0.002.



Tabela 18 . Atividades da CETP, lipase lipoprotéica (LPL) , lipase hepatica (LH) e lipdlise
enddégena em camundongos CETP/R1 e R1 ap6s 3 semanas de tratamento com Mesterolona
(MEST), Durateston (DT) ou placebos (goma arabica, GA e propilenoglicol, PEG).

R1 CETP/R1 CETP/R1
MEST GA MEST GA DT PEG
CETP 27 +3.0 24+20 31162 25+1.22

(% CE transfer)

LH 1203 +41 1210+46 1345+49 1191 +42 835+ 112° 1370 +113°
(nmoles/mL/h)

LPL 520 + 108 404 + 91
(nmoles/mL/h)

Lipolise endogena 0.41 +0.01 0.44 +0.02

(AGL, nmol/L/h)

CE: colesteril éster. Resultados expressos como média £ ep (n=7-8). Teste “t” de Student :
a) p=0.009 b) p=0.005.



Tabela 19: Distribuicao de "CCE da HDL nas fracdes de lipoproteinas plasmdticas 6 horas ap6s injecao de 14CCE
HDL em camundongos transgénicos CETP/R1 tratados com Durateston (DT) ou placebo (PL).

%
DT PL p*
VLDL 30£04 1.7£0.3 0.0505
LDL 350+ 1.3 30.0x1.9 0.0597
HDL 623%1.6 68.3+1.8 0.033
V+LDL 377 1.6 31.7£1.8 0.033

Dados apresentados como média * ep. (n=5-6). * Teste “t” de Student. Valores obtidos a partir da area sob os picos de
cada lipoproteina ap6s fracionanento do plasma por FPLC (cpm em cada fracdo).



Tabela 20 . Peso corporal e de 6rgaos de camundongos CETP/R1 e R1, apds 3 semanas de tratamento
com Mesterolona (MEST) ou placebo (goma arébica).

R1 CETP/R1
n MEST placebo MEST placebo
Peso corpéreo inicial (g) 12 23.8+ 0.6 23.7+0.9 25.4+0.3 24.8 +2.1
Peso corpoéreo final (g) 12 21.0+0.4 214+£0.7 229+0.3 21.8+£0.5
Delta do peso corporeo(Qg) 12 -2.8+0.2 2204 -25+0.7 -3.0+0.3
Par de adrenais (mg) 4 24109 3.1£04 41+0.3 52+0.9
Par de testiculos (% pc) 4 0.86 £ 0.05 0.82+0.06 0.79+£0.08 0.87+0.05
Figado (% pc) 12 4.1 £0.06 4.1 +0.08 4.1 +0.1 4.0 £0.08
Coragéao (% pc) 4 0.55+0.04 049+0.02 054+0.02 0.48+0.02

% pc: porcentagem do peso do corpo. Resultados sdo expressos como média + ep.



Tabela 21. Concentracédo plasmatica de lipideos e glicose em camundongos CETP/R1
e R1, apds 3 semanas de tratamento com Mesterolona (MEST) ou placebo
(goma arabica).

R1 CETP/R1
MEST placebo MEST placebo
COL (mg/dL) 109 £4.3 101 £4.5° 98 £3.92 81 £3.02b
AGL (nmol/L) 1.4+0.1 1.3+0.1 1.5+0.1 1.4+0.1
TG (mg/dL) 80+8.5 75+6.5 67+t24 631338
Gllcose (mg/dL) 60 £ 3.6 64 £2.5 67 £ 2.1 69 2.9

COL: Colesterol, AGL:acidos graxos livres, TG, Triglicérides. Resultados sdo expressos como
média £ ep, n =12. Letras iguais sao diferentes entre si. Mann Whitney a) p= 0.002 e b) p= 0.0003.



Tabela 22. Perfil de colesterol das lipoproteinas plasmaticas em camundongos

CETP/R1 e R1, ap6s 3 semanas de tratamento com Mesterolona (MEST) ou
placebo (goma arabica).

R1 CETP/R1
MEST placebo MEST placebo
VLDL-COL 23104 1.7+0.3 22+0.3 1.8+04
LDL-COL 22+09a 20+2.8 26 *2.0ab 19 +1.90
HDL-COL 86 + 3.9¢d 72+1.7c ¢ 73+397d 56 +29fe
Non-HDL 24+0.9¢9 22+2.8 28 £2.29h 21£1.8"

V+LDL/HDL  0.29+0.01"  0.30 £0.04 0.38 £0.02° 0.36 +0.03

n 8 6 10 8

Resultados sao expressos como média * ep. Letras iguais sao diferentes entre si. Mann Whitney

a) p=0.02, b) p=0.03, c) p=0.008, d) p=0.01, e) p=0.0007, f) p=0.03, g) p=0.04, h) p=0.03
e i) p=0,02.



Tabela 23. Atividades da CETP e lipase hepatica (LH) em camundongos CETP/R1 e R1
apds 3 semanas de tratamento com Mesterolona (MEST) ou placebo (goma arabica).

R1 CETP/R1
MEST GA MEST GA
CETP 28 + 2.1 26 +1.9
(% CE transfer)
LH 1203 +41 1210 + 46 1345 + 49 1191 + 42
(nmoles/mL/h)
n 8 6 15 9

CE: colesteril éster. Resultados expressos como média =+ ep.



Tabela 24. Peso corporal e de 6rgaos de camundongos CETP/R1 e R1 apds 3 semanas de tratamento
com Mesterolona (MEST) ou placebo (goma arabica) e 6 semanas de treinamento de natagao.

R1 CETP/R1
MEST placebo MEST placebo
Peso corpoéreo inicial (g) 12 28.0+0.8 28.0 £ 0.7 27.8+0.9 28.1+£1.0
Peso corpéreo final (g) 12 241 +0.8 248 0.5 23.6+0.9 24.2+0.9
Delta do peso corporeo(Qg) 12 -4.0+0.3 -3.3+0.4 4.2 +£0.7 -3.7+£0.5
Par de adrenais (mg) 10 51+04 5204 49+04 46+0.3
Par de testiculos (% pc) 10 0.94 +0.02 0.92+0.10 095+0.04 0.94+0.04
Figado (% pc) 12 4.3+0.1 4.4+0.3 4.4+0.1 4.2+0.1
Coragéo (% pc) 12 0.68 £ 0.03 0.65+0.02 0.66+0.03 0.64+0.04

% pc: porcentagem do peso do corpo. Resultados sdo expressos como média + ep.



Tabela 25. Concentracao plasmatica de lipideos e glicose em camundongos CETP/R1
e R1, ap6s 3 semanas de tratamento com Mesterolona (MEST) ou placebo

(goma arabica) e 6 semanas de treinamento de natacao.

R1 CETP/R1
MEST placebo MEST placebo
COL (mg/dL) 115+ 5.1 122 £ 4.3 114+£45 120+6.2
AGL (nmol/L) 1.2+0.1 1.1 £0.1 1.0 £ 0.1 1.2+0.1
TG (mg/dL) 51 +1.7 52 +2.1 50+2.8 52+24
Glicose (mg/dL) 71 +£5.1 69 £4.5 68 £5.7 68 £ 6.0

COL: Colesterol, AGL:acidos graxos livres, TG,

média £ ep, n=12.

Triglicérides. Resultados sdo expressos como



Tabela 26. Perfil de colesterol das lipoproteinas em camundongos CETP/R1 e
R1, apés 3 semanas de tratamento com Mesterolona (MEST) ou placebo
(goma arabica) e 6 semanas de treinamento de natagao.

R1 CETP/R1
MEST placebo MEST placebo
VLDL-COL 2.7+0.5 1.6+£0.3 32+0.5 27104
LDL-COL 23129 25+1.8 30 +2.1 35+3.6
HDL-COL 86 + 3.72 105 + 4.4ab 83 +3.2 91 +4.9°
Non-HDL 28 + 3.3 27 £1.9¢ 3320 38 £3.7°
V+LDL/HDL  0.32£0.03¢ 0.27 £0.02¢ 0.41 £0.03¢ 0.42 +0.03¢
n 8 6 10 9

Resultados sao expressos como média * ep. Letras iguais séo diferentes entre si. Mann
Whitney: a) p= 0.008, b) p=0.03, ¢) p=0.05 e e) p=0.005. Teste “t” d) p=0.06.



Tabela 27. Atividades da CETP e lipase hepatica (LH) em camundongos CETP/R1 e R1,
apos 3 semanas de tratamento com Mesterolona (MEST) ou placebo (goma arabica) e
6 semanas de treinamento de natacao.

R CETP/R1
MEST GA MEST GA
CETP 21+1.9 22+ 1.6
(% CE transfer)
LH 1219+ 103 1409 + 107 1282 + 32 1239 + 66
(nmoles/mL/h)
n 3 4 5 4

CE: colesteril éster. Resultados expressos como média * ep.
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Fig. 2- Secrecdo hepética de VLDL em camundongos CETP transgénicos castrados e pseudo-operados (sham).
Média + ep (n=6-7). * Inclinagdo da curva da trigliceridemia: 185.9 + 12.5 e 144.1 + 6.0 mg/dL/h para sham
e castrados, respectivamente (p= 0.02, teste de Mann Whitney). Inclina¢io da curva da colesterolemia:

6.9+ 1.2e 7.3 £1.7 mg/dL/h para sham e castrados, respectivamente.
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Figura 3. Distribuicao de colesterol nas lipoproteinas de camundongos R1 e CETP/R1 castrados e
pseudo-operados (sham) alimentados com dieta hiperlipidica por 10 semanas. Teste “t” de Student.
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Figura 4. Razao apoB-LP/HDL em camundongos R1 e CETP/R1 castrados e pseudo-operados
(sham) alimentados com dieta hiperlipidica por 10 semanas. Teste “t” de Student.
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em camundongos CETP machos e fémeas tratados com Androgenol (AN), Durateston (DT) e placebo
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Figura 7. Remocao plasmatica de HDL humana marcada radioativamente no seu componente

colesteril éster ('#C ) injetada EV em camundongos CETP/R1 transgénicos tratados com Durateston (DT)

ou placebo (PL). Média + ep (n=11-12). Area sob a curva: 9723 + 129 e 10585 + 510 para DT e PL,
respectivamente. Taxa fracional de remocao (slope): —0.21 + 0.01 e —0.21 +£0.01 para DT e PL, respectivamente.
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ANEXO 1I:

Compilagdo da literatura sobre os efeitos de androgénios em lipideos e lipoproteinas

plasmdticas.

Lista de abreviaturas

Quadro 1. Efeitos dos androgénios em mulheres

Quadro 2. Efeitos dos androgénios em homens

Quadro 3. Efeitos dos androgénios em homens hipogonadicos
Quadro 4. Efeitos dos androgénios em homens exercitados
Quadro 5. Efeitos dos androgénios em animais

Quadro 6. Proteinas e enzimas que atuam no transporte reverso de colesterol.
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Lista de abreviaturas das tabelas de compilacdo da literatura

Androgénios metabolizaveis

T testosterona

TU testosterona undecanoato
TE testosterona enantato

TP testosterona propionato
DHEA diidroepiandrosterona
Androstenediona  androgénio da adrenal
Androstenediol androgénio da adrenal

Androgénios nio metabolizaveis

MET metiltestosterone

DHT diidrotestosterona

7-oxo-DHEA metabdlito de DHEA que ndo € convertido em T ou E2
Oxandrolona androgéniol7 a -alquilado

STZ stanozolol

DN decanoato de nandrolona

Danozol androgénio muito utilizado no tratamento para endometriose

Outros medicamentos associados

GnRH hormonio liberador das gonadotrofinas
Nal-Glu antagonista GnRH

TL testolactone: inibidor da aromatase
larom inibidor da aromatase

E2 estradiol

Termos gerais

AAS esterdides anabodlicos androgénios (mistura de androgénios metabolizaveis e
nao metabolizaveis)

HiperTG hipertrigliceridémico

HG: hipogondadicos

PM pOs-menopausa

PMC pOs-menopausa cirdrgica

X Transexuais (mulher para homem, apds teste psicodiagndstico)

M macho

F fémea

ovX ovariectomizado

KO knockout
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Quadro 1. Efeitos dos androgénios em mulheres

Parametro mulheres Tipo de testosterona Duracio Dose Efeito Referéncia
meses semana
COL Mulheres (PM) STZ (v.0.) 1,5 42 mg = Taggart et al., 1982
Mulheres (PM) e homens STZ (v.0.) 0,33 42 mg = Applebaum-Bowden et al., 1987
Mulheres e homens Nandrolona (i.m) 1,5 100 mg = Glazer & Suchman 1994
Mulheres (TX) e homens (HG) TU (v.0.) 6 1120 mg = Asscheman et al., 1994
Mulheres (jovens) T (dérmico) 24 4,2 mg = Buckler e al., 1997
Mulheres (PMC) E2 (v.0.) + T (dérmico) 3 2100 mg = Simon et al., 2001
Mulheres (PMC) MET+ E2 (0.v.) 2,5 17,5 + 8,75 mg | Chiuve et al., 2004
Mulheres (p6s-menopausa) STZ (v.0.) 1,5 42 mg = Taggart et al., 1982
TG mulheres (endometriose) Danazol (v.0.) 6 4200 mg T Fahraeus et al., 1984
Mulheres (PM) e homens STZ (v.0.) 0,33 42 mg = Applebaum-Bowden et al., 1987
Mulheres e homens Nandrolona (i.m) 1,5 100 mg = Glazer & Suchman 1994
Mulheres (TX) e homens (HG) TU (v.0.) 6 1120 mg = Asscheman et al., 1994
Mulheres (jovens) T (dérmico) 24 4,2 mg = Buckler e al., 1997
Mulheres (PMC) E2 (v.0.) + T (dérmico) 3 2100 mg = Simon et al., 2001
Mulheres (PMC) MET+ E2 (0.v.) 2,5 17,5 + 8,75 mg | Chiuve et al., 2004
GLICOSE Mulheres (PMC) E2 (v.0.) + T (dérmico) 3 2100 mg = Simon et al., 2001
VLDL-C Mulheres (jovens) T (dérmico) 24 4,2 mg Buckler e al., 1997
LDL-C Mulheres (PM) STZ (v.0.) 1,5 42 mg T Taggart et al., 1982
Mulher (endometriose) Danazol (v.0.) 6 4200 mg T Fahraeus et al., 1984
Mulheres (PM) e homens STZ (v.0.) 0,33 42 mg T Applebaum-Bowden et al., 1987
Mulheres e homens Nandrolona (i.m.) 1,5 100 mg = Glazer & Suchman 1994
Mulheres (TX) e homens (HG) TU (v.0.) 6 1120 mg = Asscheman et al., 1994
Mulheres (jovens) T (dérmico) 24 4,2 mg = Buckler e al., 1997
Mulheres (PMC) E2 (v.0.) + T (dérmico) 3 2100 mg = Simon et al., 2001
HDL-C Mulheres (PM) STZ (v.0.) 1,5 42 mg l Taggart et al., 1982
Mulher (endmetriose) Danazol (v.0.) 6 4200 mg l Fahraeus et al., 1984
Mulheres (PM) e homens STZ (v.0.) 0,33 42 mg ! Applebaum-Bowden et al., 1987
Mulheres e homens Nandrolona (i.m.) 1,5 100 mg = Glazer & Suchman 1994
Mulheres (TX) e homens (HP) TU (v.0.) 6 1120 mg l Asscheman et al., 1994
Mulheres (jovens) T (dérmico) 24 4,2 mg l Buckler e al., 1997
Mulheres (PMC) E2 (v.0.) + T (dérmico) 3 2100 mg = Simon et al., 2001
Mulheres (PMC) MET+E2 (v.0.) 2,5 17,5 + 8,75 mg l Chiuve et al., 2004
apoB Mulher (PM/osteoporose) STZ (v.0.) 1,5 42 mg = Albers et al., 1984
Mulheres (TX) e homens (HG) TU (v.0.) 6 1120 mg = Asscheman et al., 1994
Mulheres (jovens) T (dérmico) 24 4,2 mg = Buckler e al., 1997
Mulheres (PMC) MET+ E2 (v.0.) 2,5 17,5 + 8,75 mg = Chiuve et al., 2004
apoA-I Mulheres (PM) STZ (v.0.) 1,5 42 mg l Taggart et al., 1982
Mulheres (TX) e homens (HG) TU (v.0.) 6 1120 mg l Asscheman et al., 1994
Mulheres (jovens) T (dérmico) 24 4,2 mg l Buckler e al., 1997
apoCIII Mulheres (PMC) MET+ E2 (v.0.) 1,5 17,5+ 8,75 mg l Chiuve et al., 2004
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Quadro 2. Efeitos dos androgénios em homens

Parametro Homens Tipo de testosterona Duracio Dose Efeito Referéncia
meses semana
Homens (idosos) DHT (dérmico) 3 1750 mg ! Vermeulen & Deslypere 1985
COL Homens (20-33 anos) TE (i.m.) 3 280 mg = Friedl et al, 1990
Homens (20-33 anos) TE+TL (i.m.) 3 280 mg = Friedl et al, 1990
Homens (20-33 anos) MET (v.0.) 3 280 mg = Friedl et al, 1990
Homens (19-42 anos) TE (i.m.) 5 200 mg | Bagatell et al., 1994
Homens (21-42 anos) TE (i.m.) 12 200 mg = Anderson et al., 1995
Homens (18-77 anos) TE (i.m.) 24 100 mg ! Zgliczynski et al., 1996
Homens (53-89 anos) TU (v.0.) 2 840 mg | Uyanik et al., 1997
Homens (30-56 anos) androstenedione (v.0.) 0,93 2100 mg = Brown et al., 2000
Homens (27-72 anos) 7-oxo-DHEA (dérmico) 0,16 175 mg ! Sulcova et al., 2001
Homens (62-78 anos) DHT (dérmico) 1 490 mg ! Ly etal., 2001
Homens (67-79 anos) T (dérmico) 36 42 mg = Snyder et al., 2001
Homens (18-35 anos) TE (i.m.)+ GnRH (i.m.) 5 4200 mg = Singh et al., 2002
Homens (65-87 anos) T (dérmico) 24 14-17,5mg = Kenny et al., 2002
Homens obesos (60-80 anos) TE (im) 0,75 600 mg = Herbst et al., 2003
Homens (27-67 anos) DHEA (v.0.) 3 350 mg = Jedrzejuk et al., 2003
Homens (60-87 anos) Oxandrolona (v.0.) 3 140 mg = Schroeder et al., 2004
Meninos TE (i.m.) 24 250 mg | Hinkel et al., 1985
TG Homens (20-33 anos) TE (i.m) 3 280 mg = Friedl et al, 1990
Homens (20-33 anos) TE+TL (i.m) 3 280-250 mg = Friedl et al, 1990
Homens (20-33 anos) MET (v.0.) 3 280 mg = Friedl et al, 1990
Homens (20-40 anos) Nal-Glu +TE+larom 1,5 100mg = Bagatell et al., 1994
homens (19-42 anos) TE (i.m) 5 200 mg = Bagatell et al., 1994
homens (21-42 anos) TE (i.m) 12 200 mg = Anderson et al., 1995
Homens (19-40 anos) TE (i.m.) 2,5 600 mg = Bhasin et al., 1996
Homens (53-89 anos) TU (v.0.) 2 840 mg = Uyanik et al., 1997
Homens (29-72 anos) DHEA (dérmico) 0,16 350 mg = Sulcova et al., 2000
Homens (67-79 anos) T (dérmico) 36 42 mg = Snyder et al., 2001
Homens (62-78 anos) DHT (dérmico) 1 490 mg = Ly etal., 2001
Homens (18-35 anos) TE (i.m.) + GnRH (i.m.) 5 600 mg = Singh et al., 2002
Homens (65-87 anos) T (dérmico) 24 14-17,5 mg = Kenny et al., 2002
Homens obesos (60-80 anos) TE (im) 0,75 600mg = Herbst et al., 2003
Homens (60-87 anos) Oxandrolona (v.0.) 3 140 mg 1 Schroeder et al., 2004
Homens (27-67 anos) DHEA (v.0.) 3 350 mg = Jedrzejuk et al., 2003
GLICOSE Homens (60-87 anos) Oxandrolona (v.0.) 3 140 mg = Schroeder et al., 2004
VLDL-C Homens (18-35 anos) TE (i.m.) + GnRH (i.m.) 5 600 mg = Singh et al., 2002
Homens obesos (60-80 anos) TE (i.m.) 0,75 600mg = Herbst et al., 2003
LDL-C Homens (idosos) DHT (dérmico) 3 1750 mg | Vermeulen & Deslypere 1985
Homens (20-33 anos) TE (i.m.) 3 280 mg = Friedl et al, 1990
Homens (20-33 anos) TE+TL (i.m.) 3 280-250 mg = Friedl et al, 1990
Homens (20-33 anos) MET (v.0.) 3 280 mg 1 Friedl et al, 1990
Homens (57-76 anos) TE (i.m.) 3 100 mg 1 Tenover, 1992
Homens (20-40 anos) Nal-Glu +TE (i.m.)+Iarom 1,5 100mg = Bagatell et al., 1994
Homens (19-42 anos) TE (i.m.) 5 200 mg = Bagatell. et al., 1994
Homens (21-42 anos) TE (i.m.) 12 200 mg = Anderson et al., 1995
Homens (18-77 anos) TE (i.m.) 24 100 mg | Zgliczynski et al., 1996
Homens (19-40 anos) TE (i.m.) 2,5 600 mg = Bhasin et al., 1996
Homens (53-89 anos) TU (v.0.) 2 840 mg ! Uyanik et al., 1997
Homens (29-72 anos) DHEA (dérmico) 0,16 350 mg = Sulcova et al., 2000
Homens (30-56 anos) androstenedione (v.0.) 0,93 2100mg = Brown et al., 2000
Homens (62-78 anos) DHT (dérmico) 1 490 mg ! Ly et al., 2001
Homens (67-79 anos) T (dérmico) 36 42 mg = Snyder et al., 2001
Homens (18-35 anos) TE (i.m.) + GnRH (i.m.) 5 600 mg = Singh et al., 2002
Homens (65-87 anos) T (dérmico) 24 14-17,5 mg = Kenny et al., 2002
Homens obesos (60-80 anos) TE (i.m.) 0,75 600mg 1 Herbst et al., 2003
Homens (27-67 anos) DHEA (v.0.) 3 350mg = Jedrzejuk et al., 2003
Homens (60-87 anos) Oxandrolona (v.0.) 3 140 mg 1 Schroeder et al., 2004
HDL-C Homens (idosos) DHT (dérmico) 3 1750 mg 1 Vermeulen & Deslypere 1985
Meninos TE (i.m.) 24 250 mg ! Hinkel et al., 1985
Homens (13 a 16 anos) TE (i.m.) 3 100-200 mg | Kirkland et al., 1987
Homens (20-33 anos) TE (i.m.) 3 280 mg = Friedl et al, 1990
Homens (20-33 anos) TE+TL (i.m.) 3 280-250 mg ! Friedl et al, 1990
Homens (20-33 anos) MET (v.0.) 3 280 mg 1l Friedl et al, 1990
Homens (57-76 anos) TE (i.m.) 3 100 mg 1 Tenover, 1992
Homens (19-42 anos) TE (i.m.) 5 200 mg | Bagatell. et al., 1994
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Homens (20-40 anos) Nal-Glu +TE+Iarom 1,5 100mg ! Bagatell et al., 1994
Homens (21-42 anos) TE (i.m.) 12 200 mg 1l Anderson et al., 1995
Homens (18-77 anos) TE (i.m.) 24 100 mg = Zgliczynski et al., 1996
Homens (19-40 anos) TE (i.m.) 2,5 600 mg = Bhasin et al., 1996
Homens (53-89 anos) TU (v.0.) 2 840 mg = Uyanik et al., 1997
Homens (29-72 anos) DHEA (dérmico) 0,16 350 mg = Sulcova et al., 2000
Homens (30-56 anos) androstenedione (v.0.) 0,93 2100 mg 1 Brown et al., 2000
Homens (27-72 anos) 7-oxo-DHEA (dérmico) 0,16 175 mg 1 Sulcova et al., 2001
Homens (67-79 anos) T ((dérmico) 36 42 mg = Snyder et al., 2001
Homens (62-78 anos) DHT (dérmico) 1 490 mg = Ly et al., 2001
Homens (65-87 anos) T (dérmico) 24 14-17,5 mg ! Kenny et al., 2002
Homens (18-35 anos) TE (i.m.)+ GnRH (i.m.) 5 600 mg ! Singh et al., 2002
Homens (27-67 anos) DHEA (v.0.) 3 350 mg = Jedrzejuk et al., 2003
Homens obesos (60-80 anos) TE (i.m.) 0,75 600mg ! Herbst et al., 2003
Homens (60-87 anos) Oxandrolona (v.0.) 3 140 mg | Schroeder et al., 2004
apoB Homens (53-89 anos) TU (v.0.) 2 840 mg = Uyanik et al., 1997
Homens (29-72 anos) DHEA (dérmico) 0,16 350 mg = Sulcova et al., 2000
Homens (27-72 anos) 7-oxo-DHEA (dérmico) 0,16 175 mg T Sulcova et al., 2001
Homens (18-35 anos) TE (i.m.)+ GnRH (i.m.) 5 600 mg = Singh et al., 2002
Homens obesos (60-80 anos) TE (i.m.) 0,75 600mg = Herbst et al., 2003
apoA-I Homens (20-33 anos) TE (i.m.) 3 280 mg = Friedl et al, 1990
Homens (20-33 anos) TE+TL (i.m.) 3 280-250 mg = Friedl et al, 1990
Homens (20-33 anos) MET (v.0.) 3 280 mg ! Friedl et al, 1990
Homens (57-76 anos) TE (i.m.) 3 100 mg 1 Tenover, 1992
Homens (19-42 anos) TE (i.m.) 5 200 mg 1 Bagatell. et al., 1994
Homens (53-89 anos) TU (v.0.) 2 840 mg = Uyanik et al., 1997
Homens (29-72 anos) DHEA (dérmico) 0,16 350 mg = Sulcova et al., 2000
Homens (27-72 anos) 7-oxo-DHEA (dérmico) 0,16 175 mg T Sulcova et al., 2001
Homens (18-35 anos) TE (i.m.) + GnRH (i.m.) 5 600 mg | Singh et al., 2002
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Parametro Homens Tipo de Duracéo Dose Efeito Referéncia
hipogonadicos (HG) testosterona meses semana
Homens (HG) TE (i.m.) 3 200 mg ! Morley et al., 1993
COL Homens (HG/induzido) Nal-Glu (i.m.)+TE (i.m.) 1,5 100 mg il Bagatell et al., 1994
Homens (HG) TE (i.m.) 24 100 mg ! Zgliczynski et al., 1996
Homens (HG) T (i.m.) 12 400mg = Sih et al., 1997
Homens (HG) TE (i.m.) 3 62,5 mg = Tan et al., 1998
Homens (HG) MET (v.0.) 7 700 mg i Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) TU (v.0.) 7 1120 mg I Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) TE (i.m.) 7 83,3 mg 1 Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) T (dérmico) 7 43 mg 1 Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) T (dérmico) 3 28 mg = Tan et al., 1999
Homens (HG TU (i.m.) 6 167 mg = Lanfranco et al., 2004
TG Homens (HG/induzido) Nal-Glu (i.m.)+TE i.m.) 1,5 100 mg = Bagatell et al., 1994
Homens (HG) T (i.m.) 12 400 mg = Sih et al., 1997
Homens (HG) TE (i.m.) 3 62,5 mg = Tan et al., 1998
Homens (HG) MET (v.0.) 7 700 mg i Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) TU (v.0.) 7 1120 mg 1 Jockenhdvel et al., 1999
Homens (HG) TE (i.m.) 7 83,3 mg 1 Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) T (dérmico) 7 43 mg i Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) T (dérmico) 3 28 mg = Tan et al., 1999
Homens (HG) TU (i.m.) 6 167 mg = Lanfranco et al., 2004
LDL-C Homens (S. Klinefelter) TE (dérmico) 1 175 mg i Jones et al., 1989
Homens (HG/induzido) Nal-Glu (i.m.) +TE (i.m.) 1 100 mg = Bagatell et al., 1994
Homens (HG) TE (i.m.) 24 100 mg ! Zgliczynski et al., 1996
Homens (HG) T (i.m.) 12 400mg = Sih et al., 1997
Homens (HG) TE (i.m.) 3 62,5 mg = Tan et al., 1998
Homens (HG) MET (v.0.) 7 700 mg T Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) TU (v.0.) 7 1120 mg 1 Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) TE (i.m.) 7 83,3 mg 1 Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) T (dérmico) 7 43 mg il Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) T (dérmico) 1,5 28 mg = Tan et al., 1999
HDL-C Homens (S. Klinefelter) TE (dérmico) 1 175 mg = Jones et al., 1989
Homens (HG/induzido) Nal-Glu (i.m.)+TE (i.m.) 5 25 mg 1 Pavlou et al.,1991
Homens (HG) TE (i.m.) 3 200 mg = Morley et al., 1993
Homens (HG/induzido) Nal-Glu (i.m.) +TE (i.m.) 1,5 100 mg l Bagatell et al., 1994
Homens (HG) TE (i.m.) 24 400 mg = Zgliczynski et al., 1996
Homens (HG) T (i.m.) 12 100 mg = Sih et al., 1997
Homens (HG) TE (i.m.) 3 125 mg = Tan et al., 1998
Homens (HG) T (dérmico) 3 28 mg l Tan et al., 1999
Homens (HG) MET (v.0.) 7 700 mg l Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) TU (v.0.) 7 1120 mg l Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) TE (i.m.) 7 83,3 mg l Jockenhovel et al., 1999
Homens (HG) T (dérmico) 7 43 mg l Jockenhovel et al., 1999
apoB Homens (HG) TE (i.m.) 3 62,5 mg = Tan et al., 1998
Homens (HG) T(dérmico) 3 28 mg = Tan et al., 1999
apoA-I Homens (HG) TE (i.m.) 0,25 100 mg = Sorva et al., 1988
Homens (HG) TE (i.m.) 1 100 mg l Sorva et al., 1988
Homens (S. Klinefelter) TE (dérmico) 1 175 mg = Jones et al., 1989
Homens (HG/induzido) Nal-Glu (i.m.)+TE (i.m.) 15 100 mg l Bagatell et al., 1994
Homens (HG) TE (i.m.) 3 62,5 mg l Tan et al., 1998
Homens (HG) T(dérmico) 3 28 mg = Tan et al., 1999

Quadro 3.Efeitos dos androgénios em homens hipogonddicos
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Quadro 4. Efeitos dos androgénios em homens exercitados

Parametro Homens exercitados Tipo de testosterona Duracio Dose Efeito Referéncia
meses semana
COL Fisiculturistas (jovens) STZ (v.0)+ DN (i.m.) 3 280mg /200 mg i Mc Killop et al., 1987
halterofilistas STZ (v.0.) 0,5 42 mg = Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (im.) 0,5 200 mg l Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (i.m.) 0,75 200 mg = Zmuda et al., 1993
halterofilistas TE+TL (i.m.) 0,75 200 mg = Zmuda et al., 1993
fisiculturistas AAS 1 1,60 375- 990 mg = Hislop et al.,2001
TG Fisiculturistas (jovens) STZ (v.0)+ DN (i.m.) 3 280mg /200 mg = Mc Killop et al., 1987
halterofilistas STZ (v.0.) 0,5 42 mg l Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (i.m.) 0,5 200 mg = Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (i.m.) 0,75 200 mg = Zmuda et al., 1993
halterofilistas TE+TL (i.m.) 0,75 200 mg = Zmuda et al., 1993
fisiculturistas AAS 1 1,6 375-990 mg = Hislop et al.,2001
VLDL-C Fisiculturistas STZ (v.0)+ DN (i.m.) 3 100-700mg = Mc Killop et al., 1987
LDL-C Fisiculturistas / halterofilistas AAS 3 1 100-700 mg = Webb et al., 1984
Fisiculturistas (jovens) STZ (v.0)+ DN (i.m.) 3 280mg /200 mg = Mc Killop et al., 1987
halterofilistas STZ (v.0.) 0,5 42 mg 1 Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (i.m.) 0,5 200 mg | Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (i.m.) 0,75 200 mg = Zmuda et al., 1993
halterofilistas TE+TL (i.m.) 0,75 200 mg = Zmuda et al., 1993
fisiculturistas AAS 1 1,6 375-990 mg = Hislop et al.,2001
usudrios vs. ex-usuarios AAS 2 8-96 750 mg = Urhausen et al., 2003
HDL-C halterofilistas AAS 2 315 mg 1 Alen & Rahkla 1984
Fisiculturistas / halterofilistas AAS 3 1 100-700 mg | Webb et al., 1984
Fisiculturistas (jovens) STZ (v.0)+ DN (i.m.) 3 280mg /200 mg | Mc Killop et al., 1987
halterofilistas STZ 0,5 42 mg | Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (im.) 0,5 200 mg l Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (i.m.) 0,75 200 mg | Zmuda et al., 1993
halterofilistas TE+TL (i.m.) 0,75 200 mg 1 Zmuda et al., 1993
Fisiculturistas Androstenediona 3 1400 mg l Broeder et al., 2000
fisiculturistas Androstenediol 3 1400 mg ! Broeder et al., 2000
fisiculturistas AAS 1 1,6 375- 990 mg | Hislop et al.,2001
usudrios vs. ex-usudrios AAS 2 8-96 750 mg l Urhausen et al., 2003
Apo B halterofilistas STZ (v.0.) 0,5 42 mg i Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (i.m.) 0,5 200 mg = Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (i.m.) 0,75 200 mg = Zmuda et al., 1993
halterofilistas TE+TL (i.m.) 0,75 200 mg = Zmuda et al., 1993
Apo A-1 halterofilistas STZ (v.0.) 0,5 42 mg | Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (i.m.) 0,5 200 mg = Thompson et al., 1989
halterofilistas TE (i.m.) 0,75 200 mg | Zmuda et al., 1993
halterofilistas TE+TL (i.m) 0,75 200 mg | Zmuda et al., 1993
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Ouadro 5. Efeitos dos androsénions em animais

Parametro Espécie Tipo de duracio Dose Efeit Referéncia
testosterona meses semana 0
COL C3H/Hel, castrado (M) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g = Tang et al., 1991
C3H/Hel, castrado (F) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g 1 Tang et al., 1991
C57BL/6], castrado (M) TP (s.c.) 0,5 7uglg 1T Tang et al., 1991
C57BL/6], castrado (F) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g = Tang et al., 1991
apoE*Leiden+apoCl, dieta (M) TU (s.c.) 1 62,5 ug = van Vlijmen et al., 1996
apoE*Leiden+apoCl, dieta (M) TU (s.c.) 1 312,5ug = van Vlijmen et al., 1996
apoE*Leiden+apoCl, dieta (F) TU (s.c.) 1 62,5 ug = van Vlijmen et al., 1996
apoE*Leiden+apoCl, dieta (F) TU (s.c.) 1 312,5ug l van Vlijmen et al., 1996
Macaca fascicularis (F), OVX Nandrolona (i.m.) 24 8,3 mg = Obasanjo et al., 1996
apoE KO, castrado (M) T (dérmico) 2 875 ug ¢ Elhage et al., 1997
apoE KO, OVX (F) T (dérmico) 2 875 ug ) Elhage et al., 1997
coelho, castrado, dieta (M) TE (i.m.) 3 25 mg/kg 1 Bruck et al., 1997
coelho, OVX, dieta (F) TE (i.m.) 3 25 mg/kg 1 Bruck et al., 1997
coelho, castrado, dieta (M) DHEA (v.0.) 7,5 3500 mg l Alexandersen et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) TE (i.m.) 7.5 50 mg ! Alexandersen et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) TU (v.0.) 7.5 560 mg Alexandersen et al., 1999
Rato, Sprague Dawley (M) TP (i.m.) 1,75 6 mg/kg ‘L Frisch & Sumida, 1999
apoE KO (M) T (dérmico) 2 4,4 mg = Von Dehn et al., 2001
apoE KO (F) T (dérmico) 2 4,4 mg T Von Dehn et al., 2001
TG Rato T agudo = Haude w. & Volcker CE, 1992
apoE*Leiden+apoCl, dieta (M) TU (s.c.) 1 62,5 ug = van Vlijmen et al., 1996
apoE*Leiden+apoCl, dieta (M) TU (s.c.) 1 312,5ug = van Vlijmen et al., 1996
apoE*Leiden+apoCl, dieta (F) TU (s.c.) 1 62,5 ug = van Vlijmen et al., 1996
apoE*Leiden+apoCl, dieta (F) TU (s.c.) 1 312,5ug 1 van Vlijmen et al., 1996
Macaca fascicularis (F), OVX Nandrolona (i.m.) 24 8,3 mg = Obasanjo et al., 1996
macaco rhesus (M) TE (i.m.) 32 25 mg = Tyagi et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) DHEA (v.0.) 75 3500 mg 1 Alexandersen et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) TE (i.m.) 7.5 50 mg l Alexandersen et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) TU (v.0.) 7.5 560 mg ¢ Alexandersen et al., 1999
Rato, Sprague Dawley (M) TP (i.m.) 1,75 6 mg/kg 1 Frisch & Sumida, 1999
apoE KO(M) T (dérmico) 2 4,4 mg — Von Dehn et al., 2001
apoE KO(F) T (dérmico) 2 4,4 mg — Von Dehn et al., 2001
AGL Cachorro (M) TP (i.v.) crdnico 0 Renauld A & Sverdlik RC, 1975
Rato T agudo n Haude w. & Volcker CE, 1992
VLDL-C Rato Wistar, castrado (M) TP (s.c.) 0,25 1400 ug T Haug et al., 1985
mice apoE KO, castrado (M) T (dérmico) 2 875 ug = Elhage et al., 1997
mice apoE KO, OVX (F) T (dérmico) 2 875 ug = Elhage et al., 1997
coelho, castrado, dieta (M) TE (i.m.) 3 25 mg/kg l Bruck et al., 1997
coelho, OVX, dieta (F) TE (i.m.) 3 25 mg/kg l Bruck et al., 1997
coelho, castrado, dieta (M) DHEA (v.0.) 7,5 3500 mg A Alexandersen et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) TE (i.m.) 7.5 50 mg 1 Alexandersen et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) TU (v.0.) 7.5 560 mg 1 Alexandersen et al., 1999
LDL-C Rato Wistar, castrado (M) TP (s.c.) 0,25 1400 ug N Haug et al., 1985
coelho, dieta (M) STZ (v.0.) 3 35a70 mg = Fogelberg et al., 1990
Macaca fascicularis (F), OVX Nandrolona (i.m.) 24 8,3 mg = Obasanjo et al., 1996
apoE KO, castrado (M) T (dérmico) 2 875 ug N Elhage et al., 1997
apoE KO, OVX (F) T (dérmico) 2 875 ug l Elhage et al., 1997
coelho, castrado, dieta (M) TE (i.m.) 3 25 mg/kg - Bruck et al., 1997
coelho, OVX, dieta (F) TE (i.m.) 3 25 mg/kg = Bruck et al., 1997
coelho, castrado, dieta (M) DHEA (v.0.) 7.5 3500 mg d Alexandersen et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) TE (i.m.) 7.5 50 mg - Alexandersen et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) TU (v.0.) 7.5 560 mg 1 Alexandersen et al., 1999
Rato, Sprague Dawley (M) TP (i.m.) 1,75 6 mg/kg — Frisch & Sumida, 1999
macaco rhesus (m) TE (i.m.) 32 25 mg 1 Tyagi et al., 1999
nao HDL-C apoE KO (M) T (dérmico) 2 4,4 mg T Von Dehn et al., 2001
apoE KO (F) T (dérmico) 2 4,4 mg 1 Von Dehn et al., 2001
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HDL-C Rato Wistar, castrado (M) TP (s.c.) 0,25 1400 ug N Haug et al., 1985
Rato, Sprague Dawley, castrado (M) TP (i.m.) 0,75 3,5 a42 mg/kg 1 Staprans et al., 1990
Macaco, castrado (M) TP (i.m.) 2 1,75 a 14 mg/kg l Greger et al., 1990
Macaco, castrado (M) DHT (i.m.) 2 1,75 a 14mg/kg d Greger et al., 1990
coelho, dieta (M) STZ (v.0.) 3 35a70 mg - Fogelberg et al., 1990
C3H/Hel, castrado (M) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g - Tang et al., 1991
C3H/HelJ, castrado (F) TP (s.c.) 0,5 7 uglg 1 Tang et al., 1991
C57BL/6], castrado (M) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g — Tang et al., 1991
C57BL/6], castrado (F) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g _ Tang et al., 1991
Macaca fascicularis (F), OVX Nandrolona (i.m.) 24 8,3 mg _ Obasanjo et al., 1996
apoE KO, castrado (M) T (dérmico) 2 875 ug — Elhage et al., 1997
apoE KO, OVX (F) T (dérmico) 2 875 ug — Elhage et al., 1997
coelho, castrado, dieta (M) TE (i.m.) 3 25 mg/kg _ Bruck et al., 1997
coelho, OVX, dieta (F) TE (i.m.) 3 25 mg/kg 1 Bruck et al., 1997
coelho, castrado, dieta (M) DHEA (v.0.) 7.5 3500 mg 1 Alexandersen et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) TE (i.m.) 75 50 mg _ Alexandersen et al., 1999
coelho, castrado, dieta (M) TU (v.0.) 7.5 560 mg % Alexandersen et al., 1999
Rato, Sprague Dawley (M) TP (i.m.) 1,75 6 mg/kg i Frisch & Sumida, 1999
macaco rhesus (M) TE (i.m.) 32 25 mg Tyagi et al., 1999
apoE KO (M) T (dérmico) 2 4,4 mg + Von Dehn et al., 2001
apoE KO (F) T (dérmico) 2 4,4 mg = Von Dehn et al., 2001
apo B C3H/HelJ, castrado (M) TP (s.c.) 0,5 7 uglg T Tang et al., 1991
C3H/Hel, castrado (F) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g = Tang et al., 1991
C57BL/6J, castrado (M) TP (s.c.) 0,5 7 uglg = Tang et al., 1991
C57BL/6], castrado (F) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g = Tang et al., 1991
C3H/Hel, castrado (M) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g = Srivastava et al., 1992
C3H/HelJ, castrado (F) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g = Srivastava et al., 1992
apo A-1 C3H/HelJ, castrado (M) TP (s.c.) 0,5 7 uglg = Tang et al., 1991
C3H/HelJ, castrado (F) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g N Tang et al., 1991
C57BL/6], castrado (M) TP (s.c.) 0,5 7uglg = Tang et al., 1991
C57BL/6], castrado (F) TP (s.c.) 0,5 7 ug/g = Tang et al., 1991
apo E C57BL/6, castrado (M) DHT (dérmico) 172 7 uglg = Srivastava et al., 1997
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Quadro 6. Proteinas e enzimas que atuam no transporte reverso de colesterol.

Parametro Homens, mulheres e Tipo de testosterona Duracio Dose Efeito Referéncia
animais meses semana
LCAT Mulheres (endometriose) Danazol (v.0.) 6 4200 mg l Fahraeus et al., 1984
Mulheres (PM/osteoporose) STZ (v.0.) 1,5 42 mg l Albers et al., 1984
Mulheres (jovens) T (dérmico) 24 4,2 mg = Buckler et al., 1997
Rato, wistar, castrado (M) TP (i.m.) 0,5 2,1 mg = Haug et al., 1986
CETP Mulheres (jovens) T (dérmico) 24 4,2 mg = Buckler et al., 1997
Homens (HG) TE (i.m.) 3 62,5mg = Tan et al., 1998
LPL Homens (HG) TE (i.m.) 0,25 100 mg i Sorva et al., 1988
Homens (HG) TE (i.m.) 1 100 mg = Sorva et al., 1988
Homens (HG) TE (i.m.) 3 62,5 mg = Tan et al., 1998
Homens (halterofilistas) TE (i.m.) 0,75 200 mg = Zmuda et al., 1993
Homens (halterofilistas) TE+TL (i.m.) 0,75 200 mg 1 Zmuda et al., 1993
Homens (HG T(dérmico) 3 28 mg = Tan et al., 1999
Homens (adultos/obesos) TE (i.m.) 0,75 600mg = Herbst et al., 2003
Rato, Sprague Dawley, castrado (M) TP (i.m.) 0,75 1,5 mg/kg N Staprans et al., 1990
Rato, Sprague Dawley, castrado (F) TP (i.m.) 0,75 1,5 mg/kg N Staprans et al., 1990
LH Mulheres (PM) STZ (v.0.) 1,5 42 mg i Taggart et al., 1982
Homens (HG) TE (i.m.) 0,25 100 mg i Sorva et al., 1988
Homens (HG) TE (i.m.) 1 100 mg i Sorva et al., 1988
Homens (adultos) TE (i.m.) 3 280 mg = Friedl et al, 1990
Homens (adultos) TE+TL (i.m.) 3 280-250 mg i Friedl et al, 1990
Homens (adultos) MET (v.0.) 3 280 mg i Friedl et al, 1990
Homens (halterofilistas) TE (i.m.) 0,75 200 mg i Zmuda et al., 1993
Homens (halterofilistas) TE+TL (i.m.) 0,75 200 mg i Zmuda et al., 1993
Homens (HG) TE (i.m.) 3 62,5 mg = Tan et al., 1998
Homens (HG) T(dérmico) 3 28 mg i Tan et al., 1999
Rato, wistar, castrado (M) TP (i.m.) 0,5 2,1 mg = Haug et al., 1986
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