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Resumo 



 
 

SANTOS, J.D. Avaliação da disfunção vascular induzida pela testosterona em modelo 

experimental de hormonização: participação de células Th17. 2021. 133 p. Tese 

(Doutorado) Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo. 

 

Fatores sexuais masculinos exercem efeitos deletérios sobre o sistema cardiovascular, 

dentre outros mecanismos, por aumento de células Th17 e seus mecanismos efetores. 

Como efeito colateral, a hormonização com testosterona aumenta o risco cardiovascular 

em indivíduos transmasculinos. Neste trabalho, investigamos se a testosterona induz 

disfunção vascular por aumento de células Th17 circulantes, em modelo experimental de 

hormonização. Após protocolos preliminares para padronização do tratamento, 

camundongos fêmeas (C57/BL6) foram tratadas com cipionato de testosterona (48 

mg/Kg/semana) por 8 semanas. Um grupo de fêmeas foi ovariectomizado para investigar 

se a gonadectomia (outro procedimento utilizado na transição de gênero) modifica os 

efeitos induzidos pela testosterona. Camundongos machos foram utilizados para 

comparações fenotípicas (CEUA-FMRP: 079/2019). O tratamento com testosterona 

aumentou os níveis circulantes do hormônio nas fêmeas a níveis observados nos machos. 

A testosterona aumentou a massa do músculo gastrocnêmico e o índice de massa corpórea 

dos animais, além de reduzir a gordura perigonadal, mimetizando achados clínicos. Em 

aortas isoladas, a testosterona reduziu a vasodilatação dependente do endotélio e 

intensificou o efeito anticontrátil do tecido adiposo perivascular (PVAT), com participação 

da óxido nítrico sintase induzível (iNOS). A longo prazo (24 semanas), o tratamento com 

testosterona aumentou a pressão arterial nas fêmeas. A ovariectomia não modificou os 

efeitos fenotípicos ou cardiovasculares induzidos pela testosterona. O tratamento com 

testosterona nas fêmeas aumentou o percentual de células Th17 circulantes e, no tecido 

vascular, aumentou a expressão gênica de RORγt e proteica da p-STAT3 (Y750), 

importantes marcadores para perfil Th17. A testosterona não alterou a vasodilatação em 

animais deficientes em células T e B [Rag1 knockout (-/-)]. Porém, a transferência de células 

T CD4+ para esses animais restaurou os efeitos vasculares deletérios induzidos pela 

testosterona. A testosterona também não modificou a função vascular de fêmeas 

deficientes para o receptor da IL-17 (IL-17Ra-/-), importante citocina liberada por células 

Th17. Apesar de o tratamento promover o aumento do percentual de células T γδ 

produtoras de IL-17 circulantes, estas células não contribuem para os efeitos 

cardiovasculares da testosterona, uma vez que a hormonização alterou a função vascular 

em fêmeas deficientes para células T γδ (TCRδ-/-). Não houve diferença na vasoconstrição 

entre os grupos experimentais. Em conjunto, nossos resultados sugerem que a disfunção 

vascular induzida pela testosterona é mediada por células Th17 em modelo experimental 

de hormonização. Esperamos, com esse enfoque, fornecer dados importantes para 

otimização do processo de hormonização em indivíduos transmasculinos.  

 

Palavras-chave: transgênero, testosterona, células T, Th17, disfunção vascular 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



 
 

SANTOS, J.D. Vascular dysfunction induced by testosterone in a hormonization mice 

model: role of Th7 cells. 2021. 133 p. Thesis (Doctorate). Ribeirão Preto Medical School. 

University of São Paulo 

 

Male-related sexual factors have harmful effects on the cardiovascular system, partially by 

increasing Th17 cells and Th17-related effector mechanisms. Testosterone-induced 

hormonization increases cardiovascular risk in transmasculine people. In the present study, 

we investigated whether testosterone induces vascular dysfunction by increasing circulating 

Th17 levels in a hormonization mouse model. After preliminary studies, female mice 

(C57/BL6) were treated with testosterone (48 mg/Kg/week) for 8 weeks. A group of mice 

was ovariectomized to evaluate whether gonadectomy (another approach in the gender 

transition process) influences the hormonal treatment. Male mice were used for phenotypical 

comparisons (CEUA FMRP-USP 079/2019). Testosterone treatment increased the 

circulating levels of the hormone in females to concentrations similar to those in male mice. 

Testosterone also increased the gastrocnemius muscle mass and body mass index, and 

decreased perigonadal fat mass, mimicking clinical findings. In aortic rings, testosterone 

increased the anticontractile effect of perivascular adipose tissue (PVAT) via nitric oxide 

synthase inducible (iNOS)-dependent mechanisms and decreased endothelium-dependent 

vasodilation. After a long-term treatment (24 weeks) testosterone increased blood pressure 

in female mice. Ovariectomy did not affect phenotypical or cardiovascular effects elicited by 

testosterone. Testosterone increased Th17 (%) circulating cells, RORγt gene expression 

and p-STAT3 (Y750) protein expression in the vasculature. Testosterone did not promote 

vascular dysfunction in females lacking T and B cells [Rag1 knockout (-/-)]. However, 

adoptive transfer of T CD4+ cells restored the vascular deleterious effects induced by 

testosterone. Furthermore, testosterone did not affect vascular function in females lacking 

IL-17 receptor (IL-17Ra-/-). Although testosterone increased circulating IL-17+ γδ T cells (%), 

these cells do not contribute to testosterone effects since the hormonization altered vascular 

function in female mice lacking γδ T cells (TCR δ-/-). There was no difference in 

vasoconstriction responses between the groups. In summary, our results suggest that Th17 

mediates vascular dysfunction induced by testosterone in a hormonization mouse model. 

These new findings may contribute to the optimization of hormonization process in 

transmasculine people. 

 

Keywords: transgender, testosterone, T cells, Th17, vascular dysfunction 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lista de abreviaturas 



 
 
-/- – camundongo knockout 

1400W – inibidor seletivo para iNOS 

ACh – acetilcolina 

Ang II – angiotensina II 

ANOVA – análise de variância 

APC – células apresentadoras de antígenos 

AR – receptor para andrógenos 

AUC – área sob a curva 

CCL2 – quimiocina (C-C motif) ligand-2 

CD – cluster de diferenciação 

COX-2 – cicloxigenase-2 

DHT – dihidrotestosterona 

EPM – erro padrão da média 

ER – receptor para estrógenos 

ERO – espécies reativas de oxigênio 

F – fêmeas 

FoxP3 – fator de transcrição foxP3 (forkhead box P3) 

FSH – hormônio folículo estimulante 

GnHR – hormônio liberador de gonadotrofinas 

GPER – receptor para estrógenos acoplado à proteína G 



 
 

IFN-γ – interferon gama 

IL – interleucina 

IL-17R – receptor para IL-17 

im – intramuscular  

IMC – índice de massa corporal 

iNOS – óxido nítrico sintase induzível 

KCl – cloreto de potássio 

LC-MS/MS – cromatografia líquida de alta performance acoplada à espectrometria de 

massas tandem 

LH – hormônio luteinizante 

M – machos 

MHC – complexo de histocompatibilidade 

NF-κB – fator de transcrição nuclear de células B ativadas (nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer) 

NLRP3 – complexo inflamassoma (NLR family pyrin domain containing-3)  

NO – óxido nítrico 

OVX – ovariectomia 

P- – anéis de aorta sem PVAT 

P+ – anéis de aorta com PVAT 

PBS - tampão salina fosfato 

PE – fenilefrina 



 
 

PVAT – tecido adiposo perivascular 

Rag – enzima codificada pelo gene de ativação de recombinação (recombination-activation 

gene enzyme) 

RORγT – fator de transcrição RAR (related orphan receptor) gamma-T 

sem – semanas 

Sham – animais submetidos à cirurgia fictícia (controle) 

subc – subcutâneo 

T ou testo – testosterona 

TCR – receptor de célula T 

TGF-β – fator de transformação de crescimento beta 

Th – célula T helper (auxiliadora) 

Treg – célula T reguladora 

V ou vei – veículo 

VCAM-1 – molécula de adesão de células vasculares-1 

Y – tirosina 

WT – camundongos wild type (selvagens) 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lista de figuras e tabelas 



 
 

Figura 1. Massa corporal e IMC de camundongos C57BL/6J machos e fêmeas antes e 

após o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 2. Massa da gordura perigonadal e do músculo gastrocnêmico de camundongos 

C57BL/6J machos e fêmeas, ao final do tratamento com veículo ou testosterona por 8 

semanas. 

 

Figura 3. Massa corporal, IMC, massa da gordura perigonadal e do músculo gastrocnêmico 

de camundongos C57BL/6J machos e fêmeas, antes e após o tratamento com veículo ou 

testosterona por 8 ou 24 semanas. 

 

Figura 4. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos 

C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo ou testosterona por 8 ou 24 semanas. 

 

Figura 5. Resposta contrátil de anéis de aorta, sem e com PVAT, de camundongos 

C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo ou testosterona por 8 ou 24 semanas. 

 

Figura 6. Pressão arterial média de camundongos C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo 

ou testosterona por 8 ou 24 semanas. 

 

Figura 7. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos 

C57BL/6J fêmeas e machos tratados com veículo por 8 ou 24 semanas. 

 

Figura 8. Resposta contrátil de anéis de aorta, sem e com PVAT, de camundongos 

C57BL/6J fêmeas ou machos tratados com veículo por 8 ou 24 semanas. 

 

Figura 9. Pressão arterial média de camundongos C57BL/6J machos e fêmeas tratadas 

com veículo por 8 ou 24 semanas. 



 
 

 

Figura 10. Massa do útero de camundongos C57BL/6J fêmeas intactas ou 

ovariectomizadas e tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 11. Massa corporal e IMC, respectivos valores finais, e massa da gordura 

perigonadal e do músculo gastrocnêmico de camundongos C57BL/6J machos e fêmeas 

intactas ou ovariectomizadas, antes e após o tratamento com veículo ou testosterona por 8 

semanas. 

 

Figura 12. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos 

C57BL/6J fêmeas intactas ou ovariectomizadas tratadas com veículo ou testosterona por 8 

semanas. 

 

Figura 13. Resposta contrátil de anéis de aorta, sem e com PVAT, de camundongos 

C57BL/6J fêmeas intactas e ovariectomizadas tratadas com veículo ou testosterona por 8 

semanas. 

 

Figura 14. Pressão arterial média de camundongos C57BL/6J fêmeas intactas ou 

ovariectomizadas, tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 15. Perfil de células T CD4+ de linfonodos e baço de camundongos C57BL/6J 

fêmeas, tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 16. Expressão gênica do fator de transcrição RORγt na aorta e PVAT de 

camundongos C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 17. Expressão proteica da forma fosforilada (Y705) e total do fator de transcrição 

STAT3 na aorta de camundongos C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo ou testosterona 

por 8 semanas. 



 
 

 

Figura 18. Massa corporal e IMC, respectivos valores finais, e massa da gordura 

perigonadal e do músculo gastrocnêmico em camundongos fêmeas Wild Type ou Rag1-/- 

antes e após o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 19. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos 

fêmeas Wild Type ou Rag1-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 

semanas. 

 

Figura 20. Resposta contrátil de anéis de aorta, sem e com PVAT, de camundongos 

fêmeas Wild Type ou Rag1-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 

semanas. 

 

Figura 21. Frequência de células T CD4+ de esplenócitos de camundongos fêmeas Rag1-

/-, após a transferência adotiva de células CD4+, tratadas com veículo ou testosterona por 

8 semanas. 

 

Figura 22. Massa corporal e IMC, respectivos valores finais, e massa da gordura 

perigonadal e do músculo gastrocnêmico de camundongos fêmeas Wild Type ou Rag1-/-, 

após a transferência de células T CD4+, antes e após o tratamento com veículo ou 

testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 23. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos 

fêmeas Wild Type ou Rag1-/- após a transferência de células CD4+ e tratamento com 

veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 24. Resposta contrátil de anéis de aorta sem e com PVAT de camundongos fêmeas 

Wild Type ou Rag1-/- após a transferência de células CD4+ e tratamento com veículo ou 

testosterona por 8 semanas. 



 
 

 

Figura 25. Massa corporal e IMC, os respectivos valores finais, e massa da gordura 

perigonadal ou do músculo gastrocnêmico de camundongos fêmeas Wild Type ou IL-17Ra-

/- antes e após o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 26. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos 

fêmeas Wild Type ou IL-17Ra-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 

semanas. 

 

Figura 27. Resposta contrátil de anéis de aorta, sem e com PVAT, de camundongos 

fêmeas Wild Type ou IL-17Ra-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 

semanas. 

 

Figura 28. Concentrações séricas de IL-17 em camundongos fêmeas Wild Type após o 

tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 29. Perfil de células T γδ produtoras de IL-17A ou IFN-γ de linfonodos ou baço de 

camundongos C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 30. Massa corporal e IMC, respectivos valores finais, e massa da gordura 

perigonadal e do músculo gastrocnêmico de camundongos fêmeas Wild Type ou TCRδ-/- 

antes e após o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Figura 31. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos 

fêmeas Wild Type ou TCRδ-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 

semanas.   

 

Figura 32. Resposta contrátil de anéis de aorta, sem e com PVAT de camundongos fêmeas 

Wild Type ou TCRδ-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. 



 
 

 

Figura 33. Resposta contrátil de anéis de aorta, sem e com PVAT, de camundongos 

fêmeas C57BL/6J na presença de veículo ou do inibidor seletivo para óxido nítrico sintase 

induzível, após o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

 

Tabela 1. Níveis séricos de testosterona de camundongos C57BL/6J machos e fêmeas 

tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

 

Tabela 2. Níveis séricos de testosterona ou estradiol de camundongos C57BL/6J machos 

e fêmeas intactas ou ovariectomizadas, tratadas com veículo ou testosterona por 8 

semanas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumário 



 
 

SUMÁRIO 

 

INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 27 

Hormônios e as diferenças sexuais sobre o sistema cardiovascular .............................. 27 

Testosterona e a disfunção vascular .............................................................................. 29 

Células T e o sistema cardiovascular ............................................................................. 32 

Eixo Th17-IL-17-IL-17R e as diferenças sexuais sobre o sistema cardiovascular.......... 34 

Indivíduos transgênero, pessoas transmasculinas e uso da testosterona ...................... 36 

JUSTIFICATIVA ................................................................................................................. 41 

OBJETIVOS ....................................................................................................................... 44 

Objetivo geral ................................................................................................................. 44 

Objetivos específicos ...................................................................................................... 44 

MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................................. 47 

Animais ........................................................................................................................... 47 

Padronização do modelo experimental .......................................................................... 47 

Design experimental de protocolos específicos de tratamento ...................................... 48 

Parâmetros de crescimento corporal e avaliação do fenótipo induzido pela testosterona

 ....................................................................................................................................... 50 

Procedimento cirúrgico da ovariectomia ......................................................................... 50 

Isolamento e Purificação de células CD4+ ..................................................................... 51 

Transferência de células CD4+ ...................................................................................... 52 

Dosagens hormonais ...................................................................................................... 52 

Dosagem da IL-17 .......................................................................................................... 54 

Estudos de reatividade vascular ..................................................................................... 55 

Pressão arterial .............................................................................................................. 56 

Citometria de Fluxo ........................................................................................................ 56 

Análise da expressão gênica por RT-qPCR ................................................................... 57 

Análise da expressão proteica por Western Blot ............................................................ 59 

Análise estatística ........................................................................................................... 60 



 
 

RESULTADOS .................................................................................................................. 62 

Padronização do modelo experimental de hormonização induzida por testosterona. .... 62 

Efeitos fenotípicos e cardiovasculares após tratamento com testosterona a curto ou 

longo prazo ..................................................................................................................... 65 

Diferenças sexuais sobre o sistema cardiovascular ....................................................... 69 

Influência da ovariectomia sobre os efeitos induzidos pelo tratamento com testosterona

 ....................................................................................................................................... 72 

Perfil de células T CD4+ circulantes e no tecido vascular após o tratamento com 

testosterona .................................................................................................................... 78 

Participação de linfócitos na disfunção vascular induzida pela testosterona .................. 82 

Participação de células T CD4+ na disfunção vascular induzida pela testosterona ....... 86 

Participação do receptor para IL-17 na disfunção vascular induzida pela testosterona . 91 

Avaliação do papel de células T γδ na disfunção vascular induzida pela testosterona .. 95 

Participação da iNOS no aumento do efeito anticontrátil do PVAT induzido pela 

testosterona .................................................................................................................. 101 

DISCUSSÃO .................................................................................................................... 104 

CONCLUSÃO .................................................................................................................. 118 

REFERÊNCIAS ............................................................................................................... 120 

ANEXO ............................................................................................................................ 132 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introdução



27 
 

 

INTRODUÇÃO 

 

Hormônios e as diferenças sexuais sobre o sistema cardiovascular 

 

Os hormônios sexuais exercem um papel fundamental no desenvolvimento do 

sistema reprodutivo e das características sexuais primárias e secundárias. Nos indivíduos 

do sexo feminino, os hormônios mais abundantes e ativos são o estrógeno e a 

progesterona, ao passo que nos indivíduos do sexo masculino destacam-se os hormônios 

androgênicos, dentre eles a testosterona e seu metabólito ativo, a dihidrotestosterona 

(DHT). A biossíntese desses compostos ocorre através de uma série de reações 

enzimáticas a partir da molécula do colesterol, o que lhes confere natureza lipofílica. 

A regulação da secreção endógena dos hormônios sexuais ocorre por ação do 

hormônio hipotalâmico liberador de gonadotrofinas (GnHR) que, por sua vez, estimula a 

liberação dos hormônios hipofisários folículo estimulante (FSH) e luteinizante (LH). Sobre 

o sistema reprodutivo feminino, o FSH estimula a maturação dos folículos ovarianos, que 

produzem e secretam o estrógeno. No sistema reprodutivo masculino, o LH estimula a 

produção e liberação dos hormônios androgênicos, em particular a testosterona, pelas 

células de Leydig testiculares (BURGER, 2002). Embora a maior parte dos hormônios 

sexuais seja produzida nas gônadas, outros tecidos também são capazes de sintetizar e 

liberar esses compostos como o córtex da adrenal, tecido adiposo e pele (BASSIL; 

ALKAADE; MORLEY E, 2009).  

Os hormônios sexuais exercem suas funções biológicas através da interação com 

seus respectivos receptores. Os principais receptores descritos para o estrógeno são o 

ERα, ERβ e GPER; enquanto o AR é o principal receptor para os hormônios androgênicos. 

A nível celular, esses receptores estão localizados no citosol e na membrana plasmática, 
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onde desencadeiam efeitos genômicos e não-genômicos, respectivamente. Os receptores 

para os hormônios sexuais são encontrados em ambos os sexos e estão presentes em 

diversos tipos celulares e tecidos, incluindo células do sistema cardiovascular e imunológico 

(NEGRO-VILAR, 1999; NILSSON et al., 2001).  

 Além do seu papel fundamental sobre o sistema reprodutivo/sexual, os hormônios 

sexuais também estão envolvidos na homeostase de diversos outros sistemas, incluindo o 

cardiovascular.  Boyton e Tood observaram pela primeira vez (1947) que a pressão arterial 

é maior em homens que em mulheres cisgênero, demonstrando a influência de fatores 

relacionados ao sexo na manutenção da homeostase hemodinâmica. Porém, as diferenças 

sexuais observadas a nível cardiovascular são melhor compreendidas sob o ponto de vista 

fisiopatológico, uma vez que a incidência de doenças cardiovasculares é maior em homens 

do que em mulheres cisgênero em idade reprodutiva (BENJAMIN et al., 2018).  

 Dentre os principais fatores de risco associados às doenças cardiovasculares 

destaca-se a hipertensão arterial, caracterizada pelo aumento crônico e sustentado da 

pressão arterial e que tem como principal consequência a lesão e falência de órgãos-alvo 

como coração, vasos sanguíneos e rins (RAMIREZ; SULLIVAN, 2018). Estudos sugerem 

que os hormônios sexuais femininos oferecem cardioproteção no que diz respeito aos 

níveis pressóricos. A pressão arterial é menor em mulheres cisgênero (BURT et al., 1995; 

KAPIL et al., 2010) e o estrógeno é um dos principais responsáveis por essa modulação 

(ASHRAF; VONGPATANASIN, 2006), uma vez que, os níveis de pressão arterial se 

assemelham ou superam os níveis observados em homens cisgênero após a menopausa 

(BENJAMIN et al., 2018). Já em modelos experimentais de hipertensão, a pressão arterial 

é menor em fêmeas do que em machos (DUBEY et al., 2002). Além disso, a ovariectomia 

aumenta os valores de pressão arterial em fêmeas hipertensas e o tratamento com 

estrógeno reduz os níveis pressóricos nesses animais (CROFTON; SHARE, 1997; 

HARRISON-BERNARD; SCHULMAN; RAIJ, 2003).  
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 Em contraponto aos hormônios sexuais femininos, diversos estudos demonstram um 

efeito pró-hipertensivo dos hormônios androgênicos. O tratamento de ratos com DHT 

aumenta a pressão arterial e aumenta a atividade inflamatória vascular, o que acarreta 

disfunção endotelial nesses animais (WU et al., 2011). Em diferentes modelos 

experimentais de hipertensão, como já mencionado, machos possuem níveis maiores de 

pressão arterial comparados a fêmeas (DUBEY et al., 2002). Além disso, a castração de 

machos hipertensos reduz a pressão arterial e o tratamento com testosterona nesses 

animais volta a elevar esses valores (BUBB; KHAMBATA; AHLUWALIA, 2012). O aumento 

da pressão arterial induzido por andrógenos também é observado em fêmeas. O tratamento 

de ratas uninefrectomizadas ou intactas com testosterona ou DHT eleva a pressão arterial 

(COLBY; SKELTON; BROWNIE, 1970; SINGH; SCHWARTZMAN, 2008) e, em ratas 

hipertensas ovariectomizadas, a testosterona eleva a pressão arterial a níveis semelhantes 

aos observados em machos (CHEN; MENG, 1991; RECKELHOFF; ZHANG; GRANGER, 

1998).  

 

Testosterona e a disfunção vascular 

 

 A disfunção vascular é das principais características associadas às doenças 

cardiovasculares, atuando como causa e/ou consequência dessas comorbidades. A 

disfunção endotelial e o aumento de mediadores inflamatórios são importantes fatores que 

contribuem para esse processo (CAMERON; LANG; TOUYZ, 2016). Ex vivo, a testosterona 

possui um efeito vasodilatador direto por mecanismos que incluem a liberação de óxido 

nítrico (NO) pelas células endoteliais, aumento da atividade de canais para potássio e 

redução da atividade de canais para cálcio nas células do músculo liso vascular (DOS 

SANTOS et al., 2014). Entretanto, in vivo, a testosterona contribui para aumento no tônus 
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vascular contrátil e prejuízo na vasodilatação. Para o mesmo nível de pressão arterial, a 

resistência vascular periférica é maior em homens que em mulheres cisgênero (MESSERLI 

et al., 1987). Em modelos experimentais, o tratamento com testosterona aumenta a 

resposta vasoconstritora induzida por diferentes agentes (ALVES et al., 2020; MATSUDA 

et al., 1994) e diminui a vasodilatação dependente do endotélio em machos e fêmeas por 

promover o aumento do estresse oxidativo vascular, importante mecanismo associado à 

disfunção endotelial (ALVES et al., 2020; CEBALLOS et al., 1999; COSTA et al., 2015).  

 Além da influência sobre o tônus vascular, a testosterona também possui papel 

importante na indução de mecanismos inflamatórios na vasculatura. O tratamento com 

testosterona em ratos aumenta a expressão proteica da cicloxigenase 2 (COX-2), óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS) e a produção da prostaglandina E2 em vasos cerebrais, 

contribuindo para a inflamação cerebrovascular em modelo de endotoxemia (RAZMARA; 

KRAUSE; DUCKLES, 2005). Em células endoteliais humanas, a DHT aumenta a expressão 

da molécula de adesão celular vascular (VCAM)-1 por ativação indireta do fator de 

transcrição NF-κB, importante indutor do processo inflamatório (DEATH et al., 2004) e, in 

vivo, promove disfunção endotelial por aumento da atividade desse fator de transcrição 

(WU et al., 2011). Além disso, o tratamento agudo com testosterona aumenta a migração 

leucocitária vascular de forma dependente da COX-2 (CHIGNALIA et al., 2015) e, sob 

tratamento crônico, promove disfunção vascular por ativação do inflamassoma NLRP3 

(ALVES et al., 2020). 

 A influência dos hormônios sexuais sobre a função vascular também é mediada pela 

função do tecido adiposo perivascular (PVAT), tecido que circunda a maioria dos vasos 

sanguíneos, localizado imediatamente adjacente à túnica adventícia. Soltis e Cassis (1991) 

verificaram que a presença do PVAT reduz a vasoconstrição induzida por diferentes 

agentes, demonstrando pela primeira vez a influência desse tecido sobre a função vascular. 

Devido à predominância de células adiposas, por muito tempo as principais funções 



31 
 

atribuídas ao PVAT eram relacionadas ao metabolismo energético da região perivascular. 

Hoje, sabe-se que o PVAT possui diversos componentes para síntese e liberação de 

agentes vasodilatadores, dentre as quais destacam-se o NO, peróxido de hidrogênio (H2O2) 

e angiotensina 1-7, e vasoconstritores. Além disso, o PVAT produz e libera diversas 

adipocinas e lipocinas, o que lhe confere uma importante função endócrina (SCHEJA; 

HEEREN, 2019).  

No contexto de doenças cardiovasculares, o desbalanço na liberação de agentes 

vasoativos e alterações na função endócrina do PVAT contribuem de forma crucial para 

fisiopatologia vascular. Porém, nessas condições o PVAT também assume um importante 

papel pró-inflamatório, atuando como um depósito para células do sistema imunológico, 

que liberam citocinas e outras substâncias, dentre elas as espécies reativas de oxigênio 

(ERO), com ações deletérias sobre a vasculatura (NOSALSKI; GUZIK, 2017). 

 Os hormônios sexuais femininos estão associados à manutenção da função do 

PVAT. Em mulheres cisgênero, a redução dos níveis de estrógeno após a menopausa está 

relacionada ao aumento do recrutamento de células pró-inflamatórias no PVAT (KRALOVA 

LESNA et al., 2016). Em modelos experimentais, o tratamento de ratas com estradiol 

preserva a morfologia funcional de adipócitos no PVAT, prejudicada pela ovariectomia (XU 

et al., 2012). No que diz respeito aos hormônios androgênicos, a resposta vasoconstritora 

na presença do PVAT é semelhante em vasos provenientes de machos castrados e 

intactos, indicando que níveis fisiológicos desses hormônios parecem não ter influência 

sobre a o papel do PVAT sobre a função vascular (BOYDENS; PAUWELS; VAN DE 

VOORDE, 2016). Entretanto, poucos trabalhos investigam o papel da testosterona ou seus 

receptores sobre a função do PVAT, principalmente comparando simultaneamente as 

diferenças sexuais observadas no contexto fisiopatológico (VICTORIO et al., 2020).  
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Células T e o sistema cardiovascular 

 

 Diversos estudos têm demonstrado a influência do sistema imunológico sobre 

fatores de homeostase do sistema cardiovascular. Um dos primeiros trabalhos a relatar tal 

interação demonstrou que o tratamento de ratos com drogas imunossupressoras reduziu a 

pressão arterial nesses animais após a indução de infarto renal (WHITE; GROLLMAN, 

1964). Hoje, a relação entre o sistema imunológico e cardiovascular destaca-se como um 

importante alvo em potencial de medidas preventivas ou de tratamento no controle das 

doenças cardiovasculares (BOMFIM et al., 2018; RODRIGUEZ-ITURBE; PONS; 

JOHNSON, 2017).  

 As células (ou linfócitos) T são componentes da resposta imunológica celular, 

atuando de maneira fundamental nos processos de reconhecimento de antígenos, 

eliminação de patógenos, formação de memória imunológica e desenvolvimento de 

autotolerância. Essas células são originárias de precursores hematopoiéticos na medula 

óssea e migram para o timo, onde ocorre seu refinado processo de maturação. Durante 

esse processo, a enzima Recombination Activation Gene (Rag) exerce um papel crucial na 

recombinação gênica para expressão do receptor da célula T (TCR). Esse rearranjo, 

denominado recombinação V(D)J, garante a funcionalidade do TCR e a ampla diversidade 

ao reconhecimento de antígenos das células T. Apenas células com TCRs funcionais 

progridem no processo de maturação, passando a expressar o TCR maduro e são 

comprometidas para as linhagens CD4+ ou CD8+, a depender da interação com diferentes 

complexos de histocompatibilidade (MHC).  

Nos órgãos linfoides secundários como baço e linfonodos, células T CD4+ [também 

conhecidas como células T helper (Th)] maduras naïve recebem continuamente sinais de 

sobrevivência e são apresentadas a antígenos. Essas células medeiam respostas 
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imunológicas específicas através de um refinado sistema de regulação e diferenciação, 

onde cada perfil celular adquirido é responsável por desencadear mecanismos efetores 

específicos, envolvidos principalmente na eliminação de patógenos extracelulares. Dentre 

os principais perfis efetores destacam-se o Th1, Th2 e Th17; enquanto células T 

reguladoras (Treg) possuem papel crucial no controle da resposta imunológica, através da 

liberação de fatores inibitórios (LUCKHEERAM et al., 2012). 

Os diferentes perfis de células T CD4+ possuem o TCR heterodimérico formado 

pelas cadeias α e β. Entretanto, uma subpopulação de células T apresenta o TCR composto 

por cadeias γ e δ, com desenvolvimento tímico independente da interação com complexos 

MHC. Diferentemente das células T αβ, O TCR de células γδ apresenta uma diversidade 

limitada ao reconhecimento de antígenos. Porém, nos tecidos periféricos essas células são 

capazes de ser ativadas através do reconhecimento de moléculas não peptídicas, 

moléculas atípicas apresentadas pelo complexo de MHC-I não clássico ou antígenos não 

processados por células apresentadoras de antígenos (Antigen-Presenting Cells, APC), ao 

contrário das células T αβ (PAUL; SHILPI; LAL, 2015). Apesar de corresponderem a menos 

de 5% da população total de linfócitos periféricos, a liberação de citocinas pelas células T 

γδ desencadeia um importante papel na resposta imunológica principalmente em seus 

estágios iniciais através do recrutamento de outras células imunológicas (CHIEN; MEYER; 

BONNEVILLE, 2014).  

Diversos estudos têm demonstrado o envolvimento das células T no processo 

fisiopatológico das doenças cardiovasculares. Guzik e colaboradores (2007) demonstraram 

pela primeira vez que as células T são fundamentais para o desenvolvimento da disfunção 

endotelial associada à hipertensão arterial induzida por angiotensina II (Ang II). Essas 

células também são cruciais para o aumento da pressão arterial induzida pela 

administração de desoxicorticosterona (DOCA)-Sal (GUZIK et al., 2007) e pelo estresse 

crônico (MARVAR et al., 2012). De forma mais refinada, Sandberg e colaboradores (2015) 
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demonstraram que as células CD4+ são cruciais para o aumento dos níveis pressóricos. 

Além disso, pacientes hipertensos apresentam maior quantidade de células T CD4+ 

circulantes em relação a indivíduos normotensos (ITANI et al., 2016). 

Estudos também demonstram a participação de células T γδ no desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, principalmente na hipertensão arterial. Existe correlação 

positiva entre o número de células T γδ circulantes e os níveis de pressão arterial e em 

pacientes hipertensos (DELANEY et al., 2021) e, em modelos experimentais, células T γδ 

são cruciais para o desenvolvimento da hipertensão e disfunção endotelial induzidas pela 

Ang II (CAILLON et al., 2017). 

 

Eixo Th17-IL-17-IL-17R e as diferenças sexuais sobre o sistema cardiovascular 

 

Após o reconhecimento de antígenos via interação com o MHC, células T CD4+ 

naïve tornam-se ativas (CD4+CD25+) e, sob o estímulo de citocinas como a interleucina-6  

(IL-6), a IL-21 e o fator de transformação do crescimento beta [Transforming Growth Factor 

beta (TGF-β)] diferenciam-se em células Th17, que possuem os fatores de transcrição 

RORγt e STAT3 como principais reguladores de sua atividade (IVANOV et al., 2006). A 

atividade desses fatores é fundamental para manutenção da estabilidade das células Th17 

e também para produção de seus mecanismos efetores (KORN et al., 2009).  O perfil Th17 

desencadeia resposta imunológica especializada na neutralização de bactérias 

patogênicas extracelulares e fungos, e também está intimamente relacionado com a 

fisiopatologia de diversas doenças autoimunes. A IL-17 é a principal citocina liberada por 

células Th17 e interage com o seu receptor (IL-17R), presente em diversos tipos celulares 

como células do sistema imunológico, endoteliais e do músculo liso vascular. Um dos 

principais efeitos da IL-17 é o aumento da expressão de genes quimiotáticos, o que acarreta 
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no recrutamento de outras células imunológicas, contribuindo com o processo inflamatório 

local (GAFFEN, 2009). Além das células Th17, células T γδ também liberam a IL-17, 

exercendo um importante papel, principalmente nos estágios iniciais da resposta 

imunológica (CHIEN; MEYER; BONNEVILLE, 2014).   

 Estudos sugerem que o perfil Th17 e os componentes da sua resposta efetora estão 

relacionados aos danos ocasionados pela hipertensão arterial em diferentes órgãos-alvo. 

Pacientes hipertensos possuem mais células Th17 circulantes em relação a indivíduos 

saudáveis (ITANI et al., 2016). Em modelos experimentais, animais hipertensos também 

possuem mais células Th17 e IL-17 nos tecidos cardíaco e renal (AMADOR et al., 2014). 

Além disso, a disfunção endotelial e a hipertensão arterial induzidas pela Ang II são 

atenuadas em animais deficientes para produção de IL-17 (MADHUR et al., 2010).  

 Existe clara influência de fatores sexuais sobre as células T CD4+ e seus diferentes 

perfis de diferenciação, no que diz respeito à fisiopatologia de doenças cardiovasculares. 

Em modelos de hipertensão, o tecido renal de machos apresenta maior quantidade de 

marcadores para o perfil Th17 em relação a fêmeas (TIPTON; BABAN; SULLIVAN, 2012). 

Em camundongos machos deficientes em linfócitos T e B, a transferência de células T 

provenientes de machos selvagens (Wild Type, WT) restaura a resposta hipertensora 

induzida pela Ang II e induz o recrutamento de células e citocinas pró-inflamatórias no 

tecido renal. Quando a transferência de células T ocorre para camundongos fêmeas, elas 

continuam resistentes ao estímulo hipertensivo e apresentam menos marcadores 

inflamatórios após infusão de Ang II. Por outro lado, quando as células T são provenientes 

de fêmeas WT, tanto machos quanto fêmeas não apresentam aumento dos níveis 

pressóricos em resposta à Ang II (JI et al., 2014; POLLOW et al., 2014). Assim, fatores 

relacionados ao sexo, que atuam tanto de forma sistêmica quanto diretamente nas células 

T, exercem importante influência sobre a ativação e mecanismos efetores dessas células 

no processo fisiopatológico da hipertensão arterial. 
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Indivíduos transgênero, pessoas transmasculinas e uso da testosterona 

 

A terapia hormonal com testosterona é utilizada em diferentes condições clínicas 

como no hipogonadismo em homens cisgênero ou reposição hormonal na pós-menopausa 

em mulheres cisgênero (PETERING; BROOKS, 2017). Entretanto, o uso desse hormônio 

também é adotado em outros contextos não patológicos, como na hormonização de 

indivíduos transgênero transmasculinos. O termo “transgênero” é utilizado por diversos 

indivíduos como autoafirmação de parte de suas identidades e sua definição abrange 

aspectos subjetivos de âmbito psicológico, social, político e cultural. Porém, segundo a 

Associação de Psicologia Americana (“Guidelines for psychological practice with 

transgender and gender nonconforming people.”, 2015), indivíduos transgênero são 

aqueles que possuem uma identidade de gênero diferente daquela que lhes foi atribuída ao 

nascimento, geralmente designada de acordo com as características sexuais. Diversas 

razões como a subjetividade de autoidentificação, discriminação, marginalização e carência 

na oferta de serviços primários de saúde, dificultam a exata quantificação da população 

transgênero. Contudo, estimativas apontam que de 0,1 a 1,1% dos adultos em idade 

reprodutiva se identificam como transgênero em todo o mundo (UNAIDS, 2016). No Brasil, 

aproximadamente 3 milhões de pessoas (2% da população adulta) se declara como 

transgênero (SPIZZIRRI et al., 2021). 

Muitos indivíduos transgênero vivenciam a incongruência de gênero, que está 

relacionada principalmente a dois aspectos: 1) sociais, quando as outras pessoas 

reconhecem o indivíduo transgênero com a identidade de gênero previamente atribuída e 

não alinhada a sua identidade atual; e 2) físicos, que ocorre entre os indivíduos 

transgêneros e suas características sexuais primárias e/ou secundárias (WINTER et al., 
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2016). Infelizmente, uma parte desses indivíduos experimenta a disforia de gênero, 

condição clínica caracterizada pelo profundo desconforto e estresse associados à 

incongruência de gênero. Na busca pela melhora da qualidade de vida, algumas dessas 

pessoas procuram, quando disponíveis, serviços de saúde para realização do processo de 

transição de gênero. Entretanto, é importante ressaltar que nem todos os indivíduos 

transgênero passam pelo processo de transição de gênero e que a disforia de gênero não 

é uma condição indispensável para realização desse processo oferecido pelos serviços de 

saúde.  

O processo de transição de gênero é multidisciplinar e inclui, dentre outros, aspectos 

físicos e sociais. Do ponto de vista clínico, diferentes abordagens são utilizadas em adultos 

ou durante a fase final da adolescência como o acompanhamento psicológico, 

procedimentos cirúrgicos e o uso de hormônios sexuais para obtenção de características 

sexuais secundárias. Este último procedimento é denominado como hormonização e, de 

acordo com os anseios e condições clínicas de cada indivíduo, seu principal objetivo 

farmacológico é o alcance e manutenção das concentrações séricas do hormônio sexual 

associado ao gênero de identificação dentro da faixa fisiológica observada em indivíduos 

cisgênero, além de suprimir a secreção do hormônio sexual endógeno (HEMBREE et al., 

2017).  

Para além do espectro de gênero binário, indivíduos transmasculinos, que incluem 

homens transgênero, refere-se a um vasto grupo de pessoas que foram designadas com 

uma identidade de gênero feminina ao nascimento, mas que se identificam com uma 

identidade de gênero masculina. A testosterona é o principal composto utilizado para 

hormonização durante a transição de gênero por esses indivíduos. Geralmente esse 

procedimento é iniciado com a administração de doses crescentes de testosterona até que 

seja obtida uma dose de manutenção, quando observado que os níveis circulantes do 

hormônio estão semelhantes aos observados em homens cisgênero saudáveis e/ou 
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quando os efeitos de características sexuais secundárias desejadas são alcançados pelo 

indivíduo transmasculino (HEMBREE et al., 2017; IRWIG, 2017). A testosterona promove 

diversas mudanças comportamentais, porém um dos principais objetivos da hormonização 

em pessoas transmasculinas é a obtenção de características sexuais secundárias 

masculinas que incluem o aumento do volume de pelos no corpo e face, tom de voz mais 

grave e o aumento da massa corporal pelo aumento da massa muscular e redistribuição 

e/ou redução da gordura corporal. O desenvolvimento dessas características é variável 

entre os indivíduos e ocorre de meses a anos após o início da hormonização (IRWIG, 2017). 

   

 Ainda que segura, a hormonização em pessoas transmasculinas acarreta efeitos 

colaterais indesejados no que diz respeito às funções do sistema cardiovascular. A 

administração de testosterona em homens transexuais eleva a pressão arterial, os níveis 

séricos de triglicerídeos e de marcadores inflamatórios, além de reduzir os níveis 

plasmáticos do colesterol HDL, aumentando o risco cardiovascular nesses indivíduos 

(GILTAY et al., 2000; GOOREN; GILTAY, 2014; IRWIG, 2017; PELUSI et al., 2014). Além 

disso, a função endotelial em homens transgênero sob hormonização com testosterona é 

prejudicada em relação a mulheres cisgênero (GULANSKI et al., 2020). 

 

Com base nas seguintes informações: 

• Os hormônios androgênicos possuem efeito pró-hipertensivo e ações deletérias 

sobre a vasculatura; 

• Células T CD4+ participam do processo de disfunção vascular; 

• Fatores sexuais masculinos contribuem para o dano cardiovascular mediado pelo 

perfil Th17 e seus mecanismos efetores; 
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• Como efeitos indesejados, a hormonização em indivíduos transmasculinos aumenta 

a pressão arterial e acarreta prejuízo vascular; 

A hipótese do nosso trabalho é que o tratamento com testosterona promove disfunção 

vascular em modelo experimental de hormonização, por aumento dos níveis circulantes e 

vasculares de células Th17. 
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JUSTIFICATIVA 

 

 Pessoas transgênero encontram-se em uma condição de vulnerabilidade social uma 

vez que são expostas à violência, discriminação e marginalização (WINTER et al., 2016). 

Existe pouco avanço no que diz respeito à atenção medicinal voltada especificamente para 

indivíduos transgênero, o que acarreta, em última instância, na escassez dos serviços de 

saúde ofertados para essa população (REISNER et al., 2016). Diversos fatores estão 

associados a esse contexto, dentre eles a falta de estudos que objetivam compreender 

melhor o processo de transição de gênero, incluindo os efeitos biológicos desencadeados 

pela hormonização (SWEILEH, 2018).  

 A literatura ainda é controversa no que diz respeito aos efeitos cardiovasculares 

induzidos pela testosterona na população transmasculina. A maior parte dos estudos 

realizam inferências acerca dos efeitos da hormonização a partir da observação de outros 

contextos onde ocorre aumento dos níveis circulantes da testosterona em mulheres 

cisgênero, como na terapia com testosterona na pós-menopausa. Porém, tais inferências 

não são adequadas uma vez que, para esse propósito, as doses utilizadas de testosterona 

são menores em relação àquelas preconizadas para a maioria dos protocolos de 

hormonização (IRWIG, 2017). Mesmo em doenças onde ocorre aumento dos níveis séricos 

da testosterona em mulheres cisgênero, os efeitos associados a ação desse hormônio 

sobre essas populações são distintos. Por exemplo, homens transexuais sob hormonização 

possuem menores níveis séricos de colesterol HDL e maiores de triglicerídeos comparados 

a mulheres cisgênero com síndrome do ovário policístico (CUPISTI et al., 2010). 

  Estudos na literatura demonstram que a testosterona exerce efeitos deletérios sobre 

a vasculatura através de mecanismos relacionados ao sistema imunológico inato (ALVES 

et al., 2020; CHIGNALIA et al., 2015). Porém, pouco se sabe a respeito de como 

componentes do sistema imunológico adaptativo participam desse processo. Diversos 
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estudos demonstram o envolvimento de células T, em especial das células CD4+, no 

processo fisiopatológico de doenças cardiovasculares e que fatores sexuais estão 

relacionados ao perfil adquirido por essas células. Nesse sentido, o processo de 

diferenciação de células CD4+ é fundamentalmente regulado por citocinas, porém outras 

substâncias participam desse processo, como a Ang II (PLATTEN et al., 2009). 

Apesar de as células T possuírem receptores funcionais para testosterona 

(WUNDERLICH et al., 2002), pouco se sabe acerca do papel desse hormônio no seu 

processo de diferenciação, principalmente no contexto de processos fisiopatológicos do 

sistema cardiovascular. Uma vez que a testosterona é amplamente utilizada em diversas 

abordagens clínicas, é fundamental a investigação de como esse hormônio pode causar 

efeitos deletérios sobre o sistema cardiovascular mediado por mecanismos dependentes 

do sistema imunológico adaptativo, em especial pelas células T. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Avaliar se o tratamento com testosterona induz disfunção vascular por aumento de 

células Th17 circulantes em modelo experimental de hormonização. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Como caracterização do modelo experimental proposto, avaliar se o tratamento com 

testosterona em camundongos fêmeas WT é capaz de:  

• Aumentar os níveis de testosterona circulantes a níveis observados em machos;  

• Alterar a composição corporal pelo aumento da massa muscular e redução da massa 

adiposa, com consequente aumento do índice de massa corporal (IMC). 

 

2. Avaliar possíveis diferenças sexuais sobre a função vascular e pressão arterial entre 

fêmeas e machos. 

 

3. Em camundongos fêmeas WT, avaliar: 

• Se o tratamento com testosterona aumenta a pressão arterial e induz disfunção 

vascular com participação do PVAT; 

• Se diferentes tempos de tratamento (agudo ou crônico) promovem efeitos distintos 

sobre o fenótipo “masculino” ou efeitos cardiovasculares induzidos pela testosterona;  
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• Se a ovariectomia exerce influência sobre o fenótipo “masculino” ou efeitos 

cardiovasculares induzidos pela testosterona; 

• O perfil de células T CD4+ e γδ circulantes após o tratamento com a testosterona; 

• Se o tratamento com testosterona aumenta os níveis séricos de IL-17 e de 

marcadores para o perfil Th17 no tecido vascular. 

 

4. Em camundongos fêmeas deficientes em células T ou B, avaliar: 

• Se a testosterona induz o fenótipo “masculino”; 

• Se o tratamento com testosterona promove disfunção vascular com participação do 

PVAT; 

• Se a transferência de células CD4+ altera os efeitos fenotípicos e vasculares 

induzidos pela testosterona. 

 

5. Em camundongos fêmeas deficientes em células T γδ ou o IL-17R, avaliar: 

• Se a testosterona induz o fenótipo “masculino”; 

• Se o tratamento com testosterona promove disfunção vascular com participação do 

PVAT. 

 

6. Avaliar se o efeito do tratamento com testosterona sobre a função vascular do PVAT 

é modulado pela iNOS, importante mediadora de processos inflamatórios. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais 

 

 Todos os protocolos experimentais descritos nesse trabalho foram aprovados pelo 

Comitê de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da FMRP-USP, com o n° de protocolo: 

079/2019. Foram utilizados camundongos machos e fêmeas WT da linhagem C57BL/6J, 

obtidos do Biotério Central da USP, campus de Ribeirão Preto. Também foram utilizados 

camundongos fêmeas knockouts (-/-) para a isoforma 1 da enzima Rag (Rag1), a cadeia δ 

do receptor TCR (TCRδ) ou para subunidade A do receptor para IL-17 (IL-17Ra), obtidos 

do Centro de Criação de Camundongos Especiais (CCCE) da FMRP-USP. Os animais 

foram mantidos no biotério setorial do Departamento de Farmacologia (FMRP-USP) com 

temperatura (22 ± 1 °C) e umidade (50-60%) controladas, em ciclos claro/escuro de 12 

horas (h) e acesso ad libitum a ração e água. 

 

Padronização do modelo experimental 

 

 De forma preliminar, diversos protocolos de tratamento com testosterona foram 

testados de modo a mimetizar, pelo menos em parte, os efeitos observados em indivíduos 

transmasculinos desencadeados pela hormonização. Camundongos fêmeas WT com 8 

semanas de idade foram tratadas com cipionato de testosterona (Deposteron®, T) por um 

período de 8 semanas. Diferentes doses, vias de administração e padrões de tratamento 

foram testados conforme descrito a seguir: 6 mg/Kg/semana (sem), via intramuscular (im); 

6 mg/Kg/sem, via subcutânea (subc); 12 mg/Kg/sem, subc; 24 mg/Kg/sem, subc; e 48 

mg/Kg/sem, subc. As vias de administração foram escolhidas de acordo com as vias 
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utilizadas em humanos (IRWIG, 2017). A testosterona foi diluída em óleo de amendoim 

(Sigma Aldrich), que foi administrado como veículo (V) nos respectivos grupos controle. 

Para comparação do fenótipo “masculino”, um grupo de camundongos machos WT também 

foi tratado com veículo, a fim de evitar interferentes nas análises de crescimento corporal 

durante o período do tratamento. Um volume de 10 µL foi administrado na pata traseira dos 

animais ou 100 µL no dorso quando as injeções foram via intramuscular ou subcutânea, 

respectivamente. Para a maioria dos protocolos, o tratamento foi realizado uma vez por 

semana (terças-feiras, 08:00-10:00 h). Para o protocolo de 48 mg/Kg/sem, os animais foram 

tratados duas vezes por semana (terças e sextas-feiras, 08:00-10:00 h), com doses 

divididas em 24 mg/Kg/dia. Todos os animais que receberam veículo foram tratados 

também com esse regime de administração.  

 

Design experimental de protocolos específicos de tratamento 

 

 Uma vez realizados os estudos de padronização, investigamos a influência de 

diferentes condições sobre o tratamento com testosterona. Primeiramente, avaliamos se 

um tratamento a longo prazo seria capaz de intensificar os efeitos induzidos pela 

testosterona a curto prazo (8 semanas). Assim, um grupo de camundongos fêmeas WT foi 

tratado com veículo ou testosterona por 24 semanas. Um grupo de machos também foi 

tratado com veículo e utilizado para comparações fenotípicas. Assim, obtivemos os 

seguintes grupos experimentais: 1 e 2) Fêmeas tratadas com veículo por 8 ou 24 semanas 

(F-V 8 ou 24 sem); 3 e 4) Fêmeas tratadas com testosterona por 8 ou 24 semanas (F-T 8 

ou 24 sem); 5 e 6) Machos tratados com veículo por 8 ou 24 semanas (M-V 8 ou 24 sem). 

 Também investigamos se a gonadectomia seria capaz de intensificar os efeitos 

induzidos pela testosterona. Para isso, fêmeas WT foram submetidas à ovariectomia 
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bilateral. Um grupo de fêmeas sham-operadas também foi submetido a todos os 

procedimentos cirúrgicos, porém sem a retirada dos ovários, e utilizado como grupo 

controle. Novamente, um grupo de machos foi utilizado para comparações fenotípicas.  Três 

dias após a cirurgia, os animais foram tratados com veículo ou testosterona. Dessa forma, 

obtivemos os seguintes grupos experimentais: 7 e 8) Fêmeas sham-operadas tratadas com 

veículo ou testosterona (F-Sham-V ou F-Sham-T); 9 e 10) Fêmeas ovariectomizadas 

tratadas com veículo ou testosterona (F-OVX-V ou F-OVX-T); 11) Machos tratados com 

veículo (M-V). 

 A fim de avaliarmos a participação de células T CD4+ nos efeitos vasculares 

induzidos pela testosterona, fêmeas Rag1-/- (que não possuem células T e B) foram tratadas 

após a transferência de células CD4+. Assim, obtivemos os grupos: 12 e 13) Fêmeas Rag1-

/- tratadas com veículo ou testosterona (Rag1-/--V ou Rag1-/--T); 14 e 15) Fêmeas Rag1-/- 

que receberam células CD4+ tratadas com veículo ou testosterona (Rag1-/-←CD4+-V ou 

Rag1-/-←CD4+-T). Como importante mecanismo da resposta efetora de células Th17, 

investigamos também se o receptor para IL-17 estaria envolvido nos efeitos vasculares 

induzidos pela testosterona. Assim, fêmeas IL-17Ra-/- (que não possuem IL-17R funcionais) 

foram tratadas, dando origem aos seguintes grupos: 16 e 17) Fêmeas IL-17Ra-/- tratadas 

com veículo ou testosterona (IL-17Ra-/--V ou IL-17Ra-/--T). Camundongos fêmeas TCRδ-/- 

(que não possuem células T γδ) também foram tratadas, a fim de investigarmos se essas 

células estariam envolvidas nos efeitos vasculares induzidos pela testosterona. Dessa 

forma, obtivemos os grupos: 18 e 19) Fêmeas TCRδ-/- tratadas com veículo ou testosterona 

(TCRδ-/--V ou TCRδ-/--T). 

Todos os animais foram tratados a partir da 8ª semana de vida por um período de 8 

semanas, exceto quando por 24 semanas. Todos os tratamentos descritos nesse trabalho 

foram realizados sob anestesia. Em todos os casos, após o período de tratamento, os 

animais foram eutanasiados por exsanguinação após anestesia e diferentes tecidos foram 
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cuidadosamente coletados e armazenados adequadamente para as análises posteriores. 

Para todos os casos descritos nesse trabalho, a anestesia foi realizada via inalatória com 

isoflurano (3%).   

 

Parâmetros de crescimento corporal e avaliação do fenótipo induzido pela 

testosterona 

 

 A hormonização com testosterona em indivíduos transmasculinos aumenta a massa 

muscular e reduz a massa adiposa com consequente aumento do IMC (IRWIG, 2017). 

Dessa forma, para avaliação do fenótipo “masculino”, as mudanças na composição corporal 

foram avaliadas nas fêmeas e machos após os respectivos tratamentos. Sob anestesia, a 

massa corporal (com aproximação de 0,1 g) e o comprimento nasoanal (com aproximação 

de 0,1 mm) de cada animal foram medidos durante (mensalmente) e após o período de 

tratamento. O IMC foi determinado pela razão entre a massa corporal e o quadrado do 

comprimento nasoanal (cm/mm2), conforme descrito por Sjögren e colaboradores (2001) . 

Após a eutanásia dos animais, o músculo gastrocnêmico e a gordura perigonadal foram 

coletados como exemplares da massa muscular e adiposa, respectivamente, para 

inferência indireta da composição corporal. A massa seca [secagem em estufa (37 °C, 24 

h)] do músculo gastrocnêmico e a massa da gordura perigonadal foram expressas após a 

normalização individual pelo comprimento da tíbia (mm). 

 

Procedimento cirúrgico da ovariectomia 

A ovariectomia bilateral foi realizada em fêmeas WT com 8 semanas de idade 

através de incisão abdominal sob anestesia. Nos três dias posteriores ao procedimento, os 
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animais foram tradados com analgésico (flunixina, 2,5 mg/Kg/dia) e antibiótico 

(enrofloxacina, 10 mg/Kg/dia) via subcutânea. Além da dosagem sérica dos níveis de 

estradiol, a massa uterina foi utilizada para verificação da eficácia do procedimento 

cirúrgico. Após a eutanásia dos animais, o útero foi retirado e seco em estufa (37 °C, 24 h). 

A massa do útero foi expressa após a normalização individual pelo comprimento da tíbia 

(mm).  

 

Isolamento e Purificação de células CD4+ 

 

 Para o procedimento da transferência adotiva, células CD4+ foram obtidas de órgãos 

linfoides secundários de camundongos fêmeas WT naïve com 8 semanas de idade. Após 

eutanásia sob anestesia, o baço e linfonodos (inguinais, axilares, braquiais, cervicais e 

mesentérico) dos animais foram cuidadosamente removidos e processados por meio de 

uma cell strainer (100 µm) em RPMI 1640 incompleto (RPMI-I; Corning) para obtenção de 

uma suspensão de células. As hemácias foram lisadas com o tampão ACK (ammonium-

chloride-potassium). As células obtidas foram centrifugadas (450 g, 5 minutos, 4 ºC) e 

ressuspendidas em RPMI 1640 completo (RPMI-C; suplementado com 200 mmol/L de 

glutamina, 10.000 unidades de penicilina-estreptomicina, 0,2 µg/ml de anfotericina B, 55 

µmol/L de β-mercaptoetanol (Sigma Aldrich) e 10% de soro fetal bovino (HyClone-GE 

Healthcare). Em seguida, a suspensão de células foi colocada em garrafas de cultura e 

incubadas em estufa (37 °C, 5% CO2 e 8% de umidade) por 30 minutos para serem 

descartadas células aderentes (macrófagos e células dendríticas, por exemplo). As células 

em suspensão foram então coletadas e centrifugadas nas mesmas especificações 

descritas anteriormente. Em seguida, as células foram incubadas com CD4 (L3T4) 

microbeads para isolamento de células T CD4+ naïve (Miltenyi Biotec), seguindo as 
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recomendações do fabricante, com posterior separação através de colunas magnéticas. Foi 

obtida uma pureza >90% de células T CD4+ confirmadas por citometria de fluxo. 

 

Transferência de células CD4+ 

 

 Camundongos fêmeas Rag1-/- com 5 semanas de idade receberam as células T 

CD4+. Imediatamente após a obtenção das células, as mesmas foram contadas em câmara 

de Neubauer e cada animal recebeu 6x106 células ressuspendidas em 50 µL de tampão 

salina fosfato (PBS) estéril através da veia caudal, sob anestesia. A transferência de células 

ocorreu três semanas antes do início do tratamento com veículo ou testosterona, conforme 

descrito por Guzik e colaboradores (2007) . A eficácia da transferência foi verificada por 

citometria de fluxo dos órgãos linfoides secundários, após a eutanásia dos animais.    

  

Dosagens hormonais 

 

 Durante a eutanásia, amostras de soro foram obtidas dos animais WT e 

armazenadas em freezer -80 °C até o momento das análises.  

Para análise da testosterona sérica, realizamos o protocolo adaptado descrito por 

Wang e colaboradores (2014) de extração, aquisição e análises por cromatografia líquida 

de alta performance acoplada à espectrometria de massas tandem (LC-MS/MS) de 

hormônios esteroides. Para extração, as amostras de soro diluídas em metanol (1:1 v/v) 

foram evaporadas e ressuspendidas em 250 µL de tampão acetato de sódio (0,5 mol/L, pH 

5.5). Em seguida, as amostras foram mantidas sob agitação por 2 h, à temperatura 

ambiente. Foram adicionados 10 µL de solução contendo padrão interno para quantificação 
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hormonal (5-a-dihidro-11-keto-testosterona-d3, 2 µg/mL, Sigma). Para extração líquido-

líquido, foram adicionados 800 µL de solução acetato:hexano (6:4, v/v). Então, as amostras 

foram homogeneizadas com Bead-ruptor (Omni, 3 minutos, 10 Hz). A fase orgânica foi 

coletada e transferida para tubos de 2 mL. A fase aquosa foi submetida a nova extração, 

com adição de 800 µL de ácido fórmico (10%) em acetato de etila com posterior 

homogeneização, seguida de centrifugação (10 min, 2000 g, 4°C). A fase orgânica foi 

coletada e adicionada à primeira fase coletada. As fases orgânicas foram evaporadas 

usando um sistema concentrador a vácuo (speed vacuum) (Eppendorf, 30 °C) e 

redissolvidas em 300 µL de tampão carbonato de amônio (0,2 mol/L, pH 9.8). Em seguida, 

600 µL de acetato:hexano (6:4, v/v) foram adicionados para outra fase de extração. Após 

agitação dessas amostras, a fase orgânica foi coletada e foram adicionados 600 µL de 

acetato de etila à fase aquosa, que foram novamente homogeneizadas. As fases orgânicas 

coletadas foram novamente evaporadas. As amostras finais contendo os hormônios 

esteroides foram ressuspendidas em 50 µL de solução metanol:água (7:3, v/v), 

homogeneizadas por 5 minutos e centrifugadas (10 minutos, 2000 g, 4 °C). O sobrenadante 

foi transferido para tubos de injeção em sistema de injeção em HPLC.  

 

Cromatografia líquida de alta performance acoplada à espectrometria de massas 

tandem (LC-MS/MS) 

 

 A separação cromatográfica foi realizada no sistema de cromatografia líquida de alta 

performance (HPLC) (Kyoto, HO, JP) conforme descrito por Peti e colaboradores (2018). 

As fases móveis utilizadas foram (A) ácido fórmico (0,1%) em água e (B) ácido fórmico 

(0,1%) em aceto nitrilo. A coluna utilizada foi a Ascentis Express C18 (100 x 2.1 mm; 2.7 

μm), Supelco (St. Louis, MO, EUA). Um volume de 10 µL numa taxa de 0,5 mL/minuto foi 
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injetado no sistema. A condição de gradiente foi 1 minuto de 30% fase B, que foi então 

elevada a 50% para 2 minutos e, em seguida, a 60% para 5 minutos, que então foi mantida 

até 8 minutos. Em seguida foi elevada para 98% fase B para 9 minutos e essa condição foi 

mantida até 11 minutos. As configurações de canais MRM, a energia de colisão e o 

potencial de decomposição foram otimizados para dosagem da testosterona. A análise da 

espectrometria de massas foi realizada usando TripleTOF® 5600+ (Sciex -Foster, CA, 

EUA), operado em modo positivo. Os parâmetros otimizados foram: gás 1: 60 psi; gás 2: 

40 psi; cortina de gás: 25 psi; voltagem de íon spray: 5 kV; temperatura turbo: 550 °C; faixa 

de m/z dos produtos iônicos experimentais: 50 a 400 e tempo de permanência: 100 ms. A 

calibração de massa (< 2 ppm) foi realizada usando solução de ionização química pressão-

atmosférica (APCI) de calibração negativa (Sciex – Foster, CA, EUA). A aquisição dos 

dados por realizada usando o software AnalystTM (SCIEX- Foster, CA, EUA). A identificação 

hormonal foi realizada com o PeakViewTM (SCIEX- Foster, CA, EUA) e a quantificação com 

o MultiQuantTM (SCIEX- Foster, CA, EUA), que normaliza o pico de intensidade dos íons 

moleculares individuais de acordo com o padrão interno da testosterona. A concentração 

final da testosterona foi normalizada pelo volume inicial de soro e os resultados foram 

expressos como ng/dL. 

 

 Os níveis séricos de Estradiol foram medidos por kit de ELISA imunoensaio (Cayman 

Chemical, 501890), conforme instruções do fabricante.  

 

Dosagem da IL-17 

 

 Os níveis circulantes de IL-17 foram dosados em amostras de soro de fêmeas WT 

tratadas com veículo ou testosterona através de kit de ELISA imunoensaio (R&D Systems, 
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M1700) conforme recomendações do fabricante. Amostras de soro de camundongos 

machos com psoríase induzida por Imiquimod® (IMQ) foram utilizadas como controle 

positivo.  

 

Estudos de reatividade vascular 

 

 Após a eutanásia, a aorta torácica foi removida e transferida para placas de Petri 

contendo solução de Krebs-Henseleit modificada com a seguinte composição (em mol/L): 

NaCl: 130; KCl: 4,7; NaHCO3: 14,9; KH2PO4: 1,18; MgSO4.7H2O: 1,17; Glucose 5,5: 

CaCl2.2H2O: 1,56; EDTA: 0,026. A aorta foi dividida em anéis com 2 mm de comprimento e 

o PVAT foi cuidadosamente removido de alguns anéis, de acordo com os protocolos 

propostos. Os anéis de aorta foram montados em miógrafo (modelo: 620 M; Danish Myo 

Technology – DMT, Copenhague, Dinamarca) contendo a solução de Krebs-Henseleit, 

gaseificada com 5% CO2/95% O2, com pH mantido a 7,4 e a 37 °C para registro de tensão 

isométrica. Após um período de 60 minutos de estabilização, as artérias foram estimuladas 

com cloreto de potássio (KCl, 120 mmol/L) a fim de verificarmos a integridade funcional do 

tecido. Em nosso estudo utilizamos apenas preparações com endotélio, cuja integridade foi 

confirmada através do relaxamento ≥ 80% induzido por concentração única de acetilcolina 

(ACh, 1 µmol/L, Sigma Aldrich) em aortas pré-contraídas com fenilefrina (PE, 0,3 µmol/L, 

Sigma Aldrich). 

 Para todos os grupos, a vasodilatação dependente do endotélio foi avaliada por 

curvas concentração-efeito para ACh (0,1 nmol/L – 30 µmol/L) em anéis de aorta sem PVAT 

e os valores foram expressos como percentual de relaxamento sobre uma concentração 

estável induzida por PE (0,3 µmol/L). A resposta vasoconstritora foi avaliada por curvas 

concentração-efeito para PE (0,1 nmol/L – 30 µmol/L) em anéis de aorta com e sem PVAT 
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e os valores foram expressos após a normalização pela resposta contrátil ao estímulo 

prévio com KCl (120 mmol/L). A contração ao KCl foi semelhante entre os anéis de aorta 

com (7,6 ± 0,2 mN) e sem PVAT (7,2 ± 0,2 mN). Para investigarmos a participação da 

enzima iNOS na resposta contrátil induzida pela PE, curvas concentração-efeito foram 

realizadas na ausência (controle) ou presença do inibidor seletivo para iNOS (1400W, 

1µmol/L), em anéis de aorta com ou sem PVAT de camundongos fêmeas WT tratadas com 

veículo ou testosterona por 8 semanas. As preparações foram incubadas com o 1400W por 

30 minutos antes da realização das curvas.  

 

Pressão arterial 

 

 A pressão arterial foi medida nos grupos de animais WT após os respectivos 

períodos de tratamento. Para isso, os animais foram anestesiados e, após cervicotomia, 

cateteres de polipropileno PE-10 (0,61 mm de diâmetro externo e 0,28 mm interno, Clay-

Adams) foram cuidadosamente inseridos no lúmen da artéria carótida esquerda para o 

registro da pressão arterial. Uma dose única de tramadol (12,5 mg/Kg, subc) foi 

administrada para analgesia pós operatória. Vinte e quatro horas após a canulação, os 

cateteres foram acoplados a um transdutor de pressão e a pressão arterial foi registrada 

através de um computador equipado com interface analógico-digital (PowerLab/4SP, 

ADInstruments, Colorado Springs, CO). Após 30 minutos de estabilização, a pressão 

arterial foi continuamente registrada nos animais acordados e com livre movimentação.  

 

Citometria de Fluxo 
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 Após o tratamento com testosterona por 8 semanas, o perfil de células T CD4+ nos 

órgãos linfoides secundários de fêmeas WT foi analisado através de citometria de fluxo. 

Após a eutanásia dos animais, a suspenção de células de baço e linfonodos foi obtida 

conforme descrito anteriormente. Para marcação de citocinas intracelulares, as células 

foram estimuladas com éster de forbol 12-miristato-13-acetato (PMA: 50 ng/ml; Sigma 

Aldrich), ionomicina (500 ng/ml; Sigma Aldrich) e um inibidor do transporte do complexo de 

Golgi (Golgi stop: 1,5 µl/ml; BD Biosciences) por 4 h na estufa (37 ºC, 5% CO2 e 8% de 

umidade) em meio de cultura completo. A marcação extracelular foi realizada com um 

marcador de viabilidade celular (Fixable viability dye; 1:3000; eBioscence), anticorpos anti-

CD4 (1:200; BD Biosciences) e TCR γδ (1:200; BD Biosciences) por 10 minutos à 

temperatura ambiente. Após isso, as células foram centrifugadas e fixadas utilizando o 

fixador do kit (transcription factor staining buffer set; eBioscence) por 10 minutos à 

temperatura ambiente, com posterior centrifugação. Em seguida, as células foram 

permeabilizadas com Perm/Wash buffer (BD Biosciences) e marcadas com anticorpos 

monoclonais anti- IL-17A (1:200; BD Biosciences), IFN-γ (1:200; BD Biosciences) e FoxP3 

(1:200; BD Biosciences) por 15 minutos. Todas as incubações foram realizadas em 

temperatura ambiente. As células foram centrifugadas, ressuspendidas em tampão PBS e 

adquiridas no citômetro de fluxo (FACSVerse™, BD Biosciences). A análise dos dados foi 

realizada usando o software FlowJo® X. 

 

Análise da expressão gênica por RT-qPCR 

 

Para avaliação da expressão gênica do fator de transcrição RORγt, marcador 

sugestivo para células Th17, no tecido vascular, a aorta e o PVAT foram coletados de 

fêmeas WT após 8 semanas de tratamento com veículo ou testosterona. O RNA total foi 
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extraído através da técnica de fenol-clorofórmio (Trizol®, ThermoFischer). Após a 

homogeneização das amostras com 500 µL (para aorta) ou 1 mL (para PVAT) do reagente, 

foram acrescentados 200 µL de clorofórmio (Sigma Aldrich) e, após agitação, as mesmas 

foram centrifugadas (13 000 g, 4 ºC, 15 minutos). A fase aquosa, contendo o RNA, foi 

retirada e transferida para um novo tubo e o material genético foi precipitado com a adição 

de isopropanol (Sigma Aldrich). Após centrifugação (13 000 g, 4 ºC, 15 minutos), o 

sobrenadante foi desprezado e o pellet contendo RNA foi lavado duas vezes com álcool 

70% com sucessivas centrifugações (7 000 g, 4 ºC, 10 minutos). Após secagem, o RNA foi 

ressuspendido em água DPEC (ThermoFischer) e a concentração foi verificada por 

espectrofotometria (260 nm) (NanoDrop®, ThermoFisher). 500 ng (para aorta) ou 1 µg (para 

PVAT) de RNA foram convertidos a cDNA usando o kit comercial High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription (ThermoFisher), de acordo com as instruções do fabricante. As 

reações de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o cDNA, os primers e o master 

mix Syber Green (PCR Biosystems) contendo componentes da reação como nucleotídeos 

e a DNA polimerase. As reações foram realizadas com o aparelho StepOnePlus® 

(ThermoFisher). As placas contendo as amostras de cDNA e os reagentes foram 

submetidas ao seguinte protocolo de ciclagem: 1 ciclo a 95 °C (10 minutos) + 40 ciclos a 

95 °C (15 seg) e 60 °C (1 minuto). As curvas de dissociação (melting) foram obtidas em três 

etapas: 15 seg a 95 °C, 1 minuto a 60 °C e mais 15 seg a 95 °C.  Os resultados foram 

analisados através do cycle threshold (Ct), sendo os dados normalizados pela expressão 

gênica de GAPDH e a diferença entre os grupos calculada através do método 2-ΔΔCt. As 

sequências dos primers utilizados foram: Rorc: forward: TTCAGTATGTGGTGGAGTTTGC, 

reverse: AAAAAGACTGTGTGGTTGTTGG; Gapdh: forward: 

AGGAGCGAGACCCCACTAAC, reverse: GTGGTTCACACCCATCACAA. Nenhum dos 

primers apresentou amplificação nos respectivos controles negativos ou mais de um pico 

na curva de melting. Além disso, todos os primers apresentaram eficiência superior a 90%. 
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 Análise da expressão proteica por Western Blot 

 

 Para análise da expressão proteica da forma fosforilada (p-) no resíduo 705 de 

tirosina (Y705) e forma total do fator de transcrição STAT3, foram coletadas as aortas 

torácicas de fêmeas WT após 8 semanas de tratamento com veículo ou testosterona. As 

amostras foram maceradas e homogeneizadas em tampão RIPA acrescentado de 

inibidores de proteases e fosfatases sob refrigeração. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas (13 000 rpm, 15 minutos, 4 °C) e o sobrenadante contendo o extrato proteico 

foi coletado. A concentração de proteínas do extrato foi mensurada pelo método descrito 

por Bradford (BRADFORD, 1976) e, após diluição em tampão Laemmli, 20 µg de proteínas 

de cada amostra foram separadas por eletroforese em géis de poliacrilamida (10%) com 

dodecil sulfato de sódio. Após a separação eletroforética, as proteínas foram transferidas 

para membranas de nitrocelulose que, em seguida, foram incubadas (1 h, a temperatura 

ambiente) com solução de bloqueio [leite desnatado (5%) diluído em tampão Tris Buffered 

Saline-Tween) para redução de ligações inespecíficas dos anticorpos. Após o bloqueio, as 

membranas foram incubadas com anticorpos primários anti- p-STAT3 (Y705) (1:2000) ou 

STAT3 (1:1000) overnight, a 4 °C. Em seguida, as membranas foram incubadas com o 

anticorpo secundário anti-rabbit (1:4000) conjugado a peroxidase (1 h, a temperatura 

ambiente). A expressão proteica de β-actina foi utilizada para normalização da expressão 

proteica da forma total da STAT3 e controle de carregamento proteico do gel. Para isso, as 

membranas foram incubadas (1 h, a temperatura ambiente) com anticorpo anti-β-actina já 

conjugado à peroxidase (1:10000). As bandas de expressão proteica foram detectadas e 

visualizadas através de fotodocumentador ImageQuant 350 (GE Healthcare Piscata Way, 
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NJ, EUA). A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria óptica através do 

software ImageJ® (NIH, EUA). Os dados foram expressos em unidades arbitrárias.  

 

Análise estatística 

 

 Para os estudos de função vascular, as curvas concentração-efeito foram plotadas 

individualmente e analisadas por regressão não linear, gerando curvas sigmoides. A área 

sob a curva (Area Under the Curve, AUC) foi calculada em unidades arbitrárias, como 

inferência da magnitude do efeito de vasodilatação ou constrição. A diferença das AUC (Δ 

AUC) também foi quantificada para avaliação da modulação de fatores isolados sobre as 

respostas vasomotoras. Os dados foram representados como média ± erro padrão da 

média (EPM). Os dados foram analisados usando o teste t de Student bicaudal (quando 

comparados dois grupos) ou com a análise de variância (ANOVA) de uma ou duas vias 

seguidas pelo teste de Dunnett (quando comparados ao grupo controle) ou Tukey (para 

comparações múltiplas). As análises estatísticas foram realizadas com o software 

GraphPad Prism® (versão 9,0) com nível de significância estatística quando p<0,05.  
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RESULTADOS 

 

Padronização do modelo experimental de hormonização induzida por 

testosterona.  

 Foram realizados diferentes protocolos de tratamento com testosterona em 

camundongos fêmeas WT a fim de mimetizar, pelo menos em parte, os efeitos 

desencadeados pela hormonização em indivíduos transmasculinos. Dentre os efeitos 

decorrentes do processo de hormonização (IRWIG, 2017), a mudança da composição 

corporal através do aumento da massa muscular e redução da massa adiposa, com 

consequente aumento do IMC, e o aumento dos níveis circulantes de testosterona foram 

adotados como critério da avaliação do fenótipo “masculino” para validação do modelo 

murino proposto. Um grupo de camundongos machos foi utilizado para fins de comparação 

fenotípica. As figuras 1 e 2 demonstram os efeitos induzidos pelos diferentes protocolos de 

administração. Após 8 semanas de tratamento, apenas a dose de 48 mg/Kg/sem, subc, foi 

capaz de aumentar significativamente a massa corporal e o IMC dos camundongos fêmeas, 

este último a níveis similares aos observados nos machos (Fig. 1E, 1F). Todas os regimes 

de tratamento com testosterona com administração subcutânea reduziram a massa da 

gordura perigonadal (Fig. 2A). Porém, apenas a dose de 48 mg/Kg/sem aumentou a massa 

do músculo gastrocnêmico nas fêmeas (Fig. 2B). Essa mesma dose também aumentou os 

níveis séricos de testosterona nas fêmeas a níveis similares observados nos machos como 

mostra a tabela 1. Nenhum dos protocolos testados promoveu mudança aparente no 

comportamento diurno, sinais de toxicidade ou morte nos animais. Como apenas a dose de 

48 mg/Kg/sem induziu o fenótipo “masculino” nas fêmeas, esse foi o protocolo de 

tratamento adotado para os próximos experimentos do trabalho.  
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Figura 1. Valores e ganho de massa corporal (A, C) e IMC (B, D)_de camundongos 

C57BL/6J machos e fêmeas antes e após o tratamento com veículo ou testosterona por 8 

semanas. Valores da massa corporal (E) e IMC (F)  ao final do tratamento. Os dados estão 

representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA 

de uma-via seguida pelo teste de Dunnett (F-V como grupo controle) e indicadas quando 

p<0,05. * vs. respectivo F-V. F: fêmeas; M: machos; V: veículo; T: testosterona; sem: 

semanas; im: intramuscular; subc: subcutâneo.  
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Tabela 1. Níveis séricos de testosterona de camundongos C57BL/6J machos (M) e fêmeas (F) 

tratados com veículo (V) ou testosterona (T, 48 mg/Kg/sem) por 8 semanas. 

 

 

 
F-V F-T M-V 

Testosterona 

(ng/dL) 
36.0 ± 34.3 207.6 ± 53.2* 254.1 ± 92.5* 

 

Os dados estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas 

por ANOVA de uma-via seguida pelo teste de Dunnett (F-V como grupo controle) e indicadas 

quando p<0,05. * vs. F-V. 

Figura 2. Massa da gordura perigonadal (A) e do músculo gastrocnêmico (B) de 

camundongos C57BL/6J machos e fêmeas ao final do tratamento com veículo ou 

testosterona por 8 semanas. Os dados estão representados como média ± EPM. As 

diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de uma-via seguida pelo teste de Dunnett 

(F-V como grupo controle) e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo F-V. F: fêmeas; M: 

machos; V: veículo; T: testosterona; sem: semana; im: intramuscular; subc: subcutâneo.  
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Efeitos fenotípicos e cardiovasculares após tratamento com testosterona a 

curto ou longo prazo 

 Uma vez estabelecido o regime de administração da testosterona, primeiramente 

investigamos se o tratamento a longo prazo (24 semanas) seria capaz de intensificar o 

fenótipo “masculino” observado nas fêmeas no regime de tratamento a curto prazo (8 

semanas). Em seguida, avaliamos os efeitos cardiovasculares induzidos pela testosterona 

após os dois períodos de tratamento. Em termos de composição corporal, a testosterona 

aumentou a massa corpórea, o IMC e a massa músculo gastrocnêmico após 24 semanas 

de tratamento de forma semelhante ao observado após o tratamento a curto prazo (Fig. 3). 

Sobre o sistema cardiovascular, o tratamento com testosterona diminuiu a 

vasodilatação dependente do endotélio nas fêmeas de forma semelhante após os dois 

períodos de tratamento (Fig. 4). A testosterona não modificou a vasoconstrição na ausência 

do PVAT após 8 (AUC, em unidades arbitrárias: F-V: 426,0 ± 17,9, n=6; F-T: 484,2 ± 19,6, 

n=10) ou 24 semanas (AUC: F-V: 340,9 ± 26,8, n=8; F-T: 344,9 ± 17,7, n=8) de tratamento. 

Entretanto, o efeito anticontrátil do PVAT foi maior nas fêmeas após o tratamento de curto 

prazo (Fig. 5A). Apenas após 24 semanas de tratamento, a testosterona produziu aumento 

da pressão arterial nas fêmeas (Fig. 6), sugerindo que a disfunção vascular induzida pelo 

tratamento precede o aumento pressórico nesses animais. A testosterona não modificou o 

efeito anticontrátil do PVAT após o regime de tratamento a longo prazo (Fig. 5B). Assim, 

para investigarmos os possíveis mecanismos envolvidos na disfunção vascular induzida 

pela testosterona, apenas o tratamento de 8 semanas foi escolhido para os próximos 

experimentos.  
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Figura 3. Ganho de massa corporal (A) e valores de IMC (B) de camundongos C57BL/6J 

machos e fêmeas durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 ou 24 semanas. 

Valores de massa corporal (C), IMC (D), massa da gordura perigonadal (E) e do músculo 

gastrocnêmico (F) ao final do tratamento. Os dados estão representados como média ± EPM. 

As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de uma-via seguida pelo teste de 

Dunnett (F-V como grupo controle) dentro de cada grupo com a mesma idade e indicadas 

quando p<0,05. * vs. respectivo F-V. F: fêmeas; M: machos; V: veículo; T: testosterona. 



67 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos C57BL/6J 

fêmeas tratadas com veículo ou testosterona por 8 ou 24 semanas. Curvas concentração-efeito 

para acetilcolina (ACh) (A) e área sob a curva (AUC) (B) para resposta vasodilatadora. Os dados 

estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA 

de duas-vias seguida pelo teste de Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. 

V: veículo; T: testosterona; sem: semanas. 
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Figura 5. Resposta contrátil de anéis de aorta sem (controle, P-) e com PVAT (P+) de 

camundongos C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo ou testosterona por 8 (A) ou 24 (B) 

semanas. Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE) (A, B) e diferença da área sob a curva 

(ΔAUC) (C) calculada para a resposta vasoconstritora.  Os dados estão representados como 

média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de duas vias seguida pelo 

teste de Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. V: veículo; Testo: 

testosterona; sem: semanas. 
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Diferenças sexuais sobre o sistema cardiovascular 

 Os hormônios androgênicos, em doses suprafisiológicas, estão associados a efeitos 

deletérios sobre o sistema cardiovascular e nós observamos que, de fato, a testosterona 

induziu disfunção vascular e aumentou a pressão arterial nas fêmeas (Fig. 4, 5 e 6). Assim, 

investigamos se os efeitos decorrentes do tratamento hormonal também são observados 

no contexto fisiológico através da comparação dos parâmetros cardiovasculares entre 

fêmeas e machos nos diferentes tempos avaliados. Após 8 semanas de tratamento com 

veículo, a vasodilatação dependente do endotélio (Fig. 7), a vasoconstrição em anéis de 

aorta sem PVAT (AUC, em unidades arbitrárias: F: 426,0 ± 17,9, n=6; M: 398,1 ± 19,8, n=5) 

e a pressão arterial (Fig. 9) foram semelhantes entre fêmeas e machos. Contudo, o efeito 

anticontrátil do PVAT foi maior nos machos, como observado na figura 8. Após 24 semanas 

de tratamento, a vasoconstrição foi similar entre fêmeas e machos independente da 

Figura 6. Valores de pressão arterial média de camundongos C57BL/6J fêmeas tratadas com 

veículo ou testosterona por 8 ou 24 semanas. Os dados estão representados como média ± 

EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de duas-vias seguida pelo teste de 

Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. V: veículo; T: testosterona; sem: 

semanas. 
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presença do PVAT [AUC (P-), em unidades arbitrárias: F: 340,9 ± 26,8, n=8; M: 365,8 ± 

27,8, n=8]. O relaxamento vascular dependente do endotélio foi menor apenas nos machos 

(Fig. 7), porém sem alteração nos níveis de pressão arterial (Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos C57BL/6J 

fêmeas e machos tratados com veículo por 8 ou 24 semanas. Curvas concentração-efeito para 

acetilcolina (ACh) (A) e área sob a curva (AUC) (B) calculada para resposta vasodilatadora. Os 

dados estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por 

ANOVA de duas-vias seguida pelo teste de Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. M (8 sem) 

veículo. F: fêmeas; M: machos; V: veículo; sem: semanas. 
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Figura 8. Resposta contrátil de anéis de aorta sem (controle, P-) e com PVAT (P+) de 

camundongos C57BL/6J fêmeas e machos tratados com veículo por 8 (A) ou 24 (B) semanas. 

Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE)  (A, B) e diferença da área sob a curva (Δ AUC) 

(C) calculada para resposta vasoconstritora. Os dados estão representados como média ± EPM. 

As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de duas-vias seguida pelo teste de Tukey 

e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo F. F: fêmeas; M: machos; V: veículo; sem: semanas. 
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Influência da ovariectomia sobre os efeitos induzidos pelo tratamento com 

testosterona 

 Uma vez que os ovários são a principal fonte de estrógenos nas fêmeas e dada a 

escassez de estudos que associam diferentes abordagens do processo de transição de 

gênero em indivíduos transgênero (como hormonização e gonadectomia, por exemplo), 

avaliamos o impacto da ovariectomia nos camundongos fêmeas sobre o tratamento com 

testosterona. A eficácia da cirurgia foi verificada pela redução dos níveis séricos de estradiol 

(tabela 2) e da massa uterina (Fig. 10) em relação às fêmeas sham-operadas. 

Primeiramente verificamos se a cirurgia alterou o fenótipo “masculino” induzido pela 

testosterona nas fêmeas. Como observado na Fig. 11, a ovariectomia promoveu aumento 

da massa corporal e da gordura perigonadal sem modificar a massa do músculo 

gastrocnêmico ou IMC nas fêmeas. O tratamento com testosterona promoveu aumento da 

massa corporal (Fig. 11C) e do músculo gastrocnêmico (Fig. 11F), do IMC (Fig. 11D) e dos 

Figura 9. Valores de pressão arterial média de camundongos C57BL/6J fêmeas e machos 

tratados com veículo por 8 ou 24 semanas. Os dados estão representados como média ± EPM. 

F: fêmeas; M: machos; V: veículo; sem: semanas. 
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níveis circulantes de testosterona (tabela 2), além de reduzir a massa da gordura 

perigonadal (Fig. 11E) de forma semelhante entre fêmeas OVX e sham-operadas.  

Após a avaliação fenotípica, investigamos o impacto da cirurgia sobre os efeitos 

cardiovasculares induzidos pelo tratamento com a testosterona nas fêmeas. A ovariectomia 

diminuiu a vasodilatação dependente do endotélio e o tratamento com testosterona nesses 

animais promoveu maior redução do relaxamento vascular à ACh em comparação às 

fêmeas sham-operadas (Fig. 12B). Contudo, a cirurgia demonstrou efeito aditivo (e não 

potencializador) ao tratamento (Fig. 12C). A ovariectomia ou o tratamento hormonal não 

modificou a resposta vasoconstritora à fenilefrina em anéis de aorta sem PVAT (AUC, em 

unidades arbitrárias: F-Sham-V: 426,0 ± 17,9, n=6; F-Sham-T: 484,2 ± 19,6, n=10; F-OVX-

V: 487,8 ± 28,6, n=9; F-OVX-T: 447,4 ± 45,1, n=9) e o tratamento com testosterona 

intensificou o efeito anticontrátil do PVAT de forma semelhante entre fêmeas OVX e sham-

operadas (Fig. 13). Também não observamos diferenças entre os níveis pressóricos entre 

as fêmeas OVX ou sham-operadas tratadas com veículo ou testosterona (Fig. 14). Uma vez 

que a ovariectomia não exerceu influência sobre o fenótipo “masculino” ou efeitos 

cardiovasculares promovidos pela testosterona, apenas fêmeas intactas foram utilizadas 

para os próximos passos do estudo. 
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Tabela 2. Níveis séricos de testosterona ou estradiol de camundongos C57BL/6J 

machos (M) e fêmeas (F) intactas (sham) ou ovariectomizadas (OVX) tratados com 

veículo (V) ou testosterona (T) por 8 semanas (48 mg/Kg/sem). 

 

 

 
F-Sham-V F-Sham-T F-OVX-V F-OVX-T M-V 

Testosterona 

(ng/dL) 
36.0 ± 34.3 

207.6 ± 

53.2* 
10.7 ± 4.4 

224.6 ± 

96.30* 

254.1 ± 

92.5# 

Estradiol 

(pg/mL) 
76.1 ± 6.3 79.2 ± 13.2 38.6 ± 4.0# 69.9 ± 5.6* 38.3 ± 5.4# 

 

Os dados estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram 

avaliadas pelo teste t de Student (entre fêmeas e machos) ou ANOVA de duas-vias 

seguida pelo teste de Tukey (entre os grupos de fêmeas) e indicadas quando p<0,05. * 

vs. respectivo V; # vs. F-Sham-V. 

Figura 10. Massa do útero de camundongos C57BL/6J fêmeas intactas (Sham) ou 

ovariectomizadas (OVX) tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. Os dados estão 

representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de 

duas-vias seguida pelo teste de Tukey (B) e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo V; # vs. 

Sham-V. V: veículo; T: testosterona. 
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Figura 11. Ganho de massa corporal (A) e valores de IMC (B) de camundongos C57BL/6J 

machos e fêmeas intactas (Sham) ou ovariectomizadas (OVX) durante o tratamento com 

veículo ou testosterona por 8 semanas. A massa corporal (C), o IMC (D), a massa da gordura 

perigonadal (E) e do músculo gastrocnêmico (F) também foram avaliados ao final do 

tratamento. Os dados estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas 

foram avaliadas por ANOVA de duas-vias seguida pelo teste de Tukey dentre os grupos de 

fêmeas e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo V; # vs. F-Sham-V. F: fêmeas; M: machos; 

V: veículo; T: testosterona. 
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Figura 12. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos 

C57BL/6J fêmeas intactas (Sham) ou ovariectomizadas (OVX) tratadas com veículo ou 

testosterona por 8 semanas. Curva concentração-efeito para acetilcolina (ACh) (A), área sob a 

curva (AUC) (B) e diferença da AUC (ΔAUC) (C) calculadas pra resposta vasodilatadora. Os 

dados estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por 

ANOVA de duas-vias seguida pelo teste de Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. Sham-V. V: 

veículo; T: testosterona. 
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Figura 13. Análise da resposta contrátil de anéis de aorta sem (controle, P-) e com PVAT (P+) 

de camundongos C57BL/6J fêmeas intactas (Sham) ou ovariectomizadas (OVX) tratadas com 

veículo ou testosterona por 8 semanas. Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE) (A, B) 

e diferença da área sob a curva (ΔAUC) (C) calculada para resposta vasoconstritora. Os dados 

estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA 

de duas-vias seguida pelo teste de Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. 

V: veículo; T: testosterona. 
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Figura 14. Valores de pressão arterial média de camundongos C57BL/6J fêmeas intactas 

(Sham) ou ovariectomizadas (OVX) tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. Os 

dados estão representados como média ± EPM. V: veículo; T: testosterona. 
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Perfil de células T CD4+ circulantes e no tecido vascular após o tratamento 

com testosterona 

 Uma vez que linfócitos T CD4+ participam da disfunção vascular associada a 

doenças cardiovasculares, investigamos se a testosterona modifica o perfil dessas células 

em órgãos linfoides periféricos de fêmeas sob tratamento. Como observado na figura 15, a 

testosterona aumentou a frequência de células T IL-17A+CD4+ nos linfonodos e reduziu a 

frequência de células T IFNγ+CD4+ no baço das fêmeas, sugerindo um amento de células 

Th17 e redução de células Th1 circulantes, respectivamente. Não observamos diferença na 

frequência de células T Foxp3+CD4+ (Tregs) em nenhum dos órgãos linfoides (Fig. 15). O 

tratamento com testosterona aumentou a expressão gênica do fator de transcrição RORγt 

na aorta (Fig. 16A) e no PVAT (Fig. 16B), sugerindo o aumento da população de células 

Th17 na vasculatura. Além disso, a testosterona também aumentou a fosforilação do 

resíduo Y705 do fator de transcrição STAT3 (Fig. 17B), sugerindo o aumento de sua 

atividade (GUANIZO et al., 2018), na aorta dos animais.  
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Figura 15. Perfil de células T CD4+ de linfonodos (A, B) ou baço (C, D) de camundongos 

C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. Histogramas 

representativos (A, C) e frequência (B, D) de células T CD4+ positivas para os marcadores IL-

17A, FoxP3 e IFNγ, indicativas da população de células Th17, Tregs e Th1, respectivamente.  

Os dados estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas 

por teste t de Student e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo V. V: veículo; T: testosterona. 
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Figura 16. Expressão gênica do fator de transcrição RORγt na aorta (A) e PVAT (B) de 

camundongos C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. Os dados 

estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por teste t 

de Student e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo V. V: veículo; T: testosterona. 

Figura 17. Expressão proteica das formas fosforilada (Y705) (B) e total (C) do fator de transcrição 

STAT3 na aorta de camundongos C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo ou testosterona por 8 

semanas. Bandas representativas do imunoblotting estão apresentadas no painel A. Os dados 

estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por teste t 

de Student e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo V. V: veículo; T: testosterona. 
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Participação de linfócitos na disfunção vascular induzida pela testosterona 

 Com base na análise do perfil de células T CD4+, primeiramente investigamos a 

participação de linfócitos na disfunção vascular induzida pela testosterona nas fêmeas. 

Para isso, foram utilizados camundongos fêmeas Rag1-/- para avaliação da função vascular 

após o tratamento com testosterona.  

 Avaliamos se o tratamento com testosterona também foi capaz de induzir o fenótipo 

“masculino” nesses animais. Como observado na figura 18, a testosterona promoveu 

aumento da massa corporal (Fig. 18C) e do músculo gastrocnêmico (Fig. 18F), do IMC (Fig. 

18D) e reduziu a massa da gordura perigonadal (Fig. 18E) nos animais Rag1-/-, 

reproduzindo os efeitos observados nos animais WT. 

 Em termos de função vascular, a testosterona não reduziu a vasodilatação 

dependente do endotélio (Fig. 19) ou intensificou o efeito anticontrátil do PVAT (Fig. 20) nas 

fêmeas Rag1-/-, em contraste ao observado nas fêmeas WT, demonstrando que, de fato, 

linfócitos estão envolvidos na disfunção vascular induzida pelo tratamento. A contração 

vascular nos anéis de aorta sem PVAT foi semelhante entre os grupos experimentais (AUC, 

em unidades arbitrárias: WT-V: 426,0 ± 17,9, n=6; WT-T: 484,2 ± 19,6, n=10; Rag1-/--V: 

447,7 ± 16,9, n=6; Rag1-/--T: 412,1 ± 20,5, n=6) 
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Figura 18. Ganho de massa corporal (A) e valores de IMC (B) de camundongos fêmeas Wild 

Type (WT) ou Rag1-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. A 

massa corporal (C), o IMC (D), a massa da gordura perigonadal (E) e do músculo 

gastrocnêmico (F) também foram avaliados ao final do tratamento. Os dados estão 

representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de 

duas-vias seguida pelo teste de Tukey dentre os grupos de fêmeas e indicadas quando 

p<0,05. * vs. respectivo V. V: veículo; T: testosterona. 
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Figura 19. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos fêmeas 

Wild Type (WT) ou Rag1-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

Curvas concentração-efeito para acetilcolina (ACh) (A) e área sob a curva (AUC) (B) calculada 

para resposta vasodilatadora. Os dados estão representados como média ± EPM. As diferenças 

estatísticas foram avaliadas por ANOVA de duas-vias seguida pelo teste de Tukey e indicadas 

quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. V: veículo; Testo: testosterona. 
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Figura 20. Resposta contrátil de anéis de aorta sem (controle, P-) e com PVAT (P+) de 

camundongos fêmeas Wild Type (WT) ou Rag1-/- durante o tratamento com veículo ou 

testosterona por 8 semanas. Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE) (A, B) e diferença 

da área sob a curva (ΔAUC) (C) calculada para resposta vasoconstritora. Os dados estão 

representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de 

duas-vias seguida pelo teste de Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. V: 

veículo; T: testosterona. 



86 
 

Participação de células T CD4+ na disfunção vascular induzida pela 

testosterona 

 A fim de confirmar o envolvimento de células CD4+ na disfunção vascular induzida 

pela testosterona, estudos de reatividade vascular também foram realizados em fêmeas 

Rag1-/- tratadas com testosterona após a transferência de células CD4+ para esses 

animais. A eficácia da transferência das células foi avaliada por citometria de fluxo e 

confirmada pelo aumento da frequência de células CD4+ dentre os esplenócitos das 

fêmeas Rag1-/-, sem influência do tratamento com testosterona (Fig. 21). 

 Primeiramente, investigamos se a transferência de células CD4+ exerceu influência 

sobre o fenótipo “masculino” nas fêmeas Rag1-/- induzido pelo tratamento com testosterona. 

Como observado na figura 22, a transferência células CD4+ não modificou os efeitos sobre 

a composição corporal induzidos pelo tratamento com testosterona nas fêmeas Rag1-/-. Em 

seguida, avaliamos a função vascular desses animais e observamos que a transferência 

das células CD4+ restaurou os efeitos de redução da vasodilatação dependente do 

endotélio (Fig. 23) e aumento do efeito anticontrátil do PVAT (Fig. 24) induzidos pela 

testosterona nos animais Rag1-/- de forma semelhante ao observado nos animais WT, 

confirmando o envolvimento dessas células na disfunção vascular induzida pelo tratamento 

hormonal. A transferência de células T CD4+ não modificou a resposta contrátil à PE em 

anéis de aorta sem PVAT dos animais Rag1-/- (AUC, em unidades arbitrárias: Rag1-/--V: 

447,7 ± 16,9, n=6; Rag1-/--T: 412,1 ± 20,5, n=6; Rag1-/-←CD4+-V: 465,1 ± 34,2, n=7; Rag1-

/-←CD4+-T: 456,1 ± 57,6, n=8). 
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Figura 21. Frequência de células T CD4+ de esplenócitos de camundongos fêmeas Rag1-/-, 

após a transferência adotiva de células CD4+ (←), tratadas com veículo ou testosterona por 8 

semanas. Histogramas representativos da frequência de células positivas para o marcador CD4. 
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Figura 22. Ganho de massa corporal (A) e IMC (B) de camundongos fêmeas Wild Type (WT) 

ou Rag1-/-, após a transferência de células CD4+ (←), durante o tratamento com veículo ou 

testosterona por 8 semanas. A massa corporal (C), o IMC (D), a massa da gordura 

perigonadal (E) e do músculo gastrocnêmico (F) também foram avaliados ao final do 

tratamento. Os dados estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas 

foram avaliadas pelo teste t de Student (entre os grupos WT) ou ANOVA de duas-vias seguida 

pelo teste de Tukey (entre os grupos Rag1-/-) e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo V. 

V: veículo; T: testosterona. 
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Figura 23. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos fêmeas 

Wild Type (WT) (A) ou Rag1-/- após a transferência de células CD4+ (←) (B) e tratamento com 

veículo ou testosterona por 8 semanas. Curvas concentração-efeito para acetilcolina (ACh) (A) 

e área sob a curva (AUC) (C) calculada para a resposta vasodilatadora. Os dados estão 

representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas pelo teste t de 

Student (entre os grupos WT) ou ANOVA de duas-vias seguida pelo teste de Tukey (entre os 

grupos Rag1-/-) e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. V: veículo; T: testosterona. 
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Figura 24. Resposta contrátil de anéis de aorta sem (controle, P-) e com PVAT (P+) de 

camundongos fêmeas Wild Type (WT) (A) ou Rag1-/- após a transferência de células CD4+ (←) 

(B) e tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. Curvas concentração-efeito para 

fenilefrina (PE) (A, B) e diferença da área sob a curva (ΔAUC) (C) calculada para a resposta 

vasoconstritora. Os dados estão representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas 

foram avaliadas pelo teste t de Student (entre os grupos WT) ou ANOVA de duas-vias seguida 

pelo teste de Tukey (entre os grupos Rag1-/-) e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo 

veículo. V: veículo; T: testosterona. 
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Participação do receptor para IL-17 na disfunção vascular induzida pela 

testosterona  

A disfunção vascular induzida pela testosterona foi dependente de células T CD4+ 

(Fig. 23 e 24) e o tratamento hormonal promoveu aumento do perfil Th17 circulante (Fig. 

15) e aumento da expressão de marcadores para essas células no tecido vascular nas 

fêmeas (Fig. 16 e 17). Assim, realizamos estudos de reatividade vascular em fêmeas 

deficientes em IL-17R funcionais (IL-17Ra-/-) tratadas com testosterona, a fim de avaliarmos 

o papel desse receptor no dano vascular decorrente do tratamento hormonal, uma vez que 

a IL-17 é a principal citocina efetora do perfil Th17. 

Primeiramente, avaliamos se o tratamento com a testosterona também foi capaz de 

induzir o fenótipo “masculino” nas fêmeas IL-17Ra-/-. Exceto por não modificar a massa 

perigonadal (Fig. 25E), a testosterona promoveu aumento da massa corporal (Fig. 25C), da 

massa do músculo gastrocnêmico (Fig. 25F) e do IMC (Fig. 25D) nas fêmeas IL-17Ra-/-, de 

forma similar aos achados observados nos animais WT. Após a avaliação fenotípica, 

avaliamos a função vascular nas fêmeas IL-17Ra-/- após o tratamento com testosterona. A 

vasoconstrição induzida pela PE foi semelhante entre os grupos experimentais (AUC, em 

unidades arbitrárias: WT-V: 426,0 ± 17,9, n=6; WT-T: 484,2 ± 19,6, n=10; IL-17Ra-/--V: 394,1 

± 30,2, n=5; IL-17Ra-/--T: 421,7 ± 35,9, n=7). Diferente dos efeitos observados nos animais 

WT, nos animais deficientes para IL-17R funcionais, o tratamento com testosterona não foi 

capaz de induzir o prejuízo no relaxamento vascular dependente do endotélio (Fig. 26) ou 

aumento do efeito anticontrátil do PVAT (Fig. 27), evidenciando a participação da ativação 

desse receptor no processo da disfunção vascular induzida pela testosterona. Apesar 

desses resultados, observamos que os níveis de IL-17 circulantes não foram alterados após 

o tratamento com testosterona nas fêmeas WT (Fig. 28). 
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Figura 25. Ganho de massa corporal (A) e valores de IMC (B) de camundongos fêmeas Wild 

Type (WT) ou IL-17Ra-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. A 

massa corporal (C), o IMC (D), a massa da gordura perigonadal (E) e do músculo 

gastrocnêmico (F) também foram avaliados após o tratamento. Os dados estão representados 

como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de duas-vias 

seguida pelo teste de Tukey dentre os grupos de fêmeas e indicadas quando p<0,05. * vs. 

respectivo V. V: veículo; T: testosterona. 



93 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos fêmeas 

Wild Type (WT) ou IL-17Ra-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

Curvas concentração-efeito para acetilcolina (ACh) (A) e área sob a curva (AUC) (B) calculada 

para a resposta vasodilatadora. Os dados estão representados como média ± EPM. As 

diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de duas-vias seguida pelo teste de Tukey e 

indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. V: veículo; Testo: testosterona. 
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Figura 27. Resposta contrátil de anéis de aorta sem (controle, P-) e com PVAT (P+) de 

camundongos fêmeas Wild Type (WT) ou IL-17Ra-/- durante o tratamento com veículo ou 

testosterona por 8 semanas. Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE) (A, B) e diferença 

da área sob a curva (ΔAUC) (C) calculada para a resposta vasoconstritora. Os dados estão 

representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de 

duas-vias seguida pelo teste de Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. V: 

veículo; T: testosterona. 
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Avaliação do papel de células T γδ na disfunção vascular induzida pela 

testosterona 

 Uma vez que células T γδ também secretam IL-17 e estão envolvidas com a 

disfunção vascular associadas ao aumento da pressão arterial, investigamos se elas 

também participam da disfunção vascular induzida pela testosterona no nosso modelo. 

Como observado na figura 29, o tratamento de fêmeas WT com testosterona aumentou a 

frequência de células T IL-17A+γδ+ e IFN-γ+γδ+ nos linfonodos desses animais, sugerindo 

um amento na população circulante de células T γδ produtoras dessas citocinas.  

 Em seguida, avaliamos a função vascular de fêmeas TCRδ-/-, que não possuem 

células T γδ, após o tratamento com testosterona. Primeiramente, verificamos se a 

testosterona induziu o fenótipo “masculino” também nos animais TCRδ-/-. Como observado 

nos animais WT, o tratamento com testosterona também aumentou a massa corpórea (Fig. 
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Figura 28. Concentrações séricas de IL-17 de camundongos fêmeas Wild Type (WT) após o 

tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. Amostras de soro de camundongos com 

psoríase induzida por Imiquimode (IMQ) foram utilizadas como controle positivo. Os dados estão 

representados como média ± EPM. V: veículo; T: testosterona. 
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30C), do músculo gastrocnêmico (Fig. 30F) e o IMC (Fig. 30D), porém não modificou a 

massa da gordura perigonadal (Fig. 30E). Em termos de função vascular, o tratamento com 

testosterona nos animais TCR δ-/- promoveu prejuízo na vasodilatação dependente do 

endotélio (Fig. 31) e intensificou o efeito anticontrátil do PVAT (Fig. 32), de forma 

semelhante ao observado em animais WT. Esses resultados sugerem que, de fato, células 

T CD4+, e não células γδ, participam da disfunção vascular induzida pela testosterona no 

modelo de hormonização. Não houve diferença na vasoconstrição à PE na ausência do 

PVAT entre os grupos experimentais (AUC, em unidades arbitrárias: WT-V: 426,0 ± 17,9, 

n=6; WT-T: 484,2 ± 19,6, n=10; TCR δ-/--V: 536,0 ± 48,6, n=6; TCR δ-/--T: 520,4 ± 44,2, 

n=8).  
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Figura 29. Perfil de células T γδ produtoras de IL-17A ou IFN-γ de linfonodos (A, B) ou baço (C, 

D) de camundongos C57BL/6J fêmeas tratadas com veículo ou testosterona por 8 semanas. 

Histogramas representativos (A, C) e frequência (B, D) de células T γδ  positivas para os 

marcadores IL-17A ou IFN-γ.  Os dados estão representados como média ± EPM. As diferenças 

estatísticas foram avaliadas por teste t de Student e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo 

V. V: veículo; T: testosterona. 
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Figura 30. Ganho de massa corporal (A) e valores de IMC (B) de camundongos fêmeas Wild 

Type (WT) ou TCRδ-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas. A 

massa corporal (C), o IMC (D), a massa da gordura perigonadal (E) e do músculo 

gastrocnêmico (F) também foram avaliados após o tratamento. Os dados estão representados 

como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de duas-vias 

seguida pelo teste de Tukey dentre os grupos de fêmeas e indicadas quando p<0,05. * vs. 

respectivo V. V: veículo; T: testosterona. 
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Figura 31. Vasodilatação dependente do endotélio em anéis de aorta de camundongos fêmeas 

Wild Type (WT) ou TCRδ-/- durante o tratamento com veículo ou testosterona por 8 semanas.  

Curvas concentração-efeito para acetilcolina (ACh) (A), área sob a curva (AUC) (B) e a diferença 

das AUC (Δ AUC) (C) calculadas para a resposta vasodilatadora. Os dados estão representados 

como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de duas-vias 

seguida pelo teste de Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. V: veículo; 

Testo: testosterona. 
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Figura 32. Resposta contrátil de anéis de aorta sem (controle, P-) e com PVAT (P+) de 

camundongos fêmeas Wild Type (WT) ou TCRδ-/- durante o tratamento com veículo ou 

testosterona por 8 semanas.  Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE) (A, B) e diferença 

da área sob a curva (ΔAUC) (C) calculada para resposta vasoconstritora. Os dados estão 

representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de 

duas-vias seguida pelo teste de Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo veículo. V: 

veículo; T: testosterona. 
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Participação da iNOS no aumento do efeito anticontrátil do PVAT induzido pela 

testosterona 

 Uma vez que o aumento do efeito anticontrátil do PVAT induzido pela testosterona 

foi dependente de mecanismos pró-inflamatórios e que o NO é um dos principais agentes 

anticontráteis liberados por esse tecido, avaliamos a participação da iNOS sobre o efeito 

induzido pelo tratamento com hormonal sobre o PVAT. Para isso, em anéis de aorta de 

fêmeas WT tratadas com testosterona, a vasoconstrição foi avaliada na ausência (controle) 

ou presença do inibidor seletivo para iNOS, 1400W (1 µmol/L). Como observado na figura 

33, a inibição da iNOS foi capaz de reverter o aumento do efeito anticontrátil do PVAT em 

vasos de fêmeas tratadas com testosterona, sugerindo a participação dessa enzima nesse 

processo. 
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Figura 33. Resposta contrátil de anéis de aorta sem (P-, controle) e com PVAT (P+) de 

camundongos fêmeas C57BL/6J na presença de veículo (controle) e do inibidor seletivo para 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (1400W, 1 µmol/L) após o tratamento com veículo ou 

testosterona por 8 semanas. Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE) (A, B) e diferença 

da área sob a curva (ΔAUC) (C) calculada para resposta vasoconstritora. Os dados estão 

representados como média ± EPM. As diferenças estatísticas foram avaliadas por ANOVA de 

duas-vias seguida pelo teste de Tukey e indicadas quando p<0,05. * vs. respectivo controle.  
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DISCUSSÃO 

 

 A terminologia utilizada no campo de pesquisas voltadas à população transgênero 

sofre constantes adaptações. No nosso trabalho, adotamos termos emergentes de acordo 

com o contexto histórico e aspectos socioculturais e políticos nos quais esse documento foi 

publicado. Utilizamos o termo “transmasculino” ao invés de “homem transgênero/sexual”, 

de modo a abarcar outras identidades masculinas para além do espectro binário homem-

mulher, relacionadas a aspectos subjetivos de comportamentos sociais, expressões de 

gênero e autoidentidade. De forma semelhante, os termos “terapia hormonal cruzada” ou 

“hormonoterapia”, utilizados para designar o uso hormonal por pessoas transgênero, foi 

substituído por “hormonização”, uma vez que esses termos estão associados a aspectos 

pejorativos devido ao uso da palavra “terapia”, que denota o reparo de processos em 

desordem ou patológicos. É importante ressaltar que o termo “transexualismo”, utilizado 

anteriormente como diagnóstico para desordem psiquiátrica, foi abolido e atualmente a 

incongruência de gênero, que nem sempre é vivenciada por indivíduos transgênero, é 

descrita como condição relacionada à identidade de gênero conforme publicado na 11ª 

edição da Classificação Internacional de Doenças (CID-11) (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2021).  

Uma parte dos indivíduos transgênero buscam os serviços de saúde para assistência 

ao processo de transição de gênero. No Brasil, o chamado “processo transexualizador” foi 

regulamentado pelo Ministério da Saúde no âmbito do Sistema Único de Saúde (SUS) 

através das Portarias GM/MS 1707 revogada pela 2803 de 2013 (BRASIL, 2013), e 457 de 

2008 (BRASIL, 2008); garantindo suporte aos indivíduos que optam pela realização desse 

processo. A hormonização com testosterona é uma das principais abordagens utilizadas na 

transição de gênero para pessoas transmasculinas, o que está diretamente associado à 

melhora da saúde mental e qualidade de vida nesses indivíduos (ROWNIAK; BOLT; 

SHARIFI, 2019). Apesar da assistência oferecida, uma parcela expressiva dos indivíduos 
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transmasculinos que fazem uso da testosterona realiza esse procedimento sem supervisão 

médica, aumentando a incidência de efeitos indesejados decorrentes da hormonização. 

Esse quadro é observado principalmente em países subdesenvolvidos ou em 

desenvolvimento, onde a oferta de serviços de saúde para essa população é ainda mais 

escassa (GOOREN et al., 2015). Embora o número de estudos voltados para população 

transgênero tenha aumentado nos últimos anos, a falta de trabalhos que investigam 

aspectos biológicos específicos dessa população está diretamente relacionada à falta de 

serviços ou direcionamento inadequado aos serviços de saúde oferecidos (SWEILEH, 

2018). Nesse sentido, estudos pré-clínicos tornam-se essenciais na elucidação de diversos 

aspectos biológicos envolvidos em diferentes processos vivenciados por pessoas 

transgênero, incluindo o processo da hormonização. 

No nosso trabalho, propomos um modelo murino de hormonização com o propósito 

de mimetizar, ao menos em parte, a utilização da testosterona e algumas das principais 

observações clínicas na população transmasculina. O tratamento com testosterona 

aumentou a concentração sérica do hormônio nas fêmeas a níveis semelhantes aos 

observados nos machos (Tabela 1). Em pessoas transmasculinas, um dos parâmetros 

farmacológicos utilizados para ajustes individuais nos protocolos de hormonização é o 

monitoramento dos níveis circulantes de testosterona, os quais podem alcançar, na maioria 

dos casos, níveis semelhantes aos observados em homens cisgênero saudáveis 

(HEMBREE et al., 2017). Assim, nossos resultados atendem a um primeiro critério de 

validação para o modelo. O efeito anabólico da testosterona é um dos mais desejados por 

pessoas transmasculinas, sendo o aumento da massa muscular e redução da massa 

adiposa fatores que contribuem de forma crucial para o aumento da massa corpórea nesses 

indivíduos (IRWIG, 2017). No nosso trabalho, o tratamento de fêmeas com testosterona 

promoveu essas mesmas mudanças na composição corporal (Fig. 2), contribuindo para 

aumento do IMC a níveis semelhantes aos observados nos machos (Fig. 1). Assim, a 
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eficácia da indução do fenótipo “masculino/masculinizante” pelo tratamento com 

testosterona foi confirmada. De modo interessante, apesar do aumento da massa do 

músculo gastrocnêmico induzido pela testosterona, verificamos que os valores obtidos 

foram inferiores aos observado nos machos, sugerindo um limitado efeito anabólico desse 

hormônio. Entretanto, esses resultados corroboram observações em humanos, como 

descrito por Nokoff e colaboradores (2020) , onde a hormonização de homens transgênero 

aumentou a massa muscular em relação a mulheres cisgênero, mas não ao mesmo nível 

observado em homens cisgênero. 

 Os efeitos dos hormônios androgênicos sobre organismos de sexo feminino são 

amplamente investigados utilizando diferentes modelos experimentais. Apesar disso, 

estudos com a proposta de estabelecer modelos específicos para processo de 

hormonização com a testosterona seguindo critérios específicos têm sido publicados 

apenas recentemente. Goetz e colaboradores (2017) relataram pela primeira vez uma 

dessas propostas, onde o tratamento de camundongos fêmeas ovariectomizadas com 

testosterona não alterou a composição corporal depois de 6 ou 10 semanas de tratamento, 

apesar do aumento dos níveis hormonais circulantes. A testosterona também não modificou 

a massa corporal em fêmeas no modelo proposto por Kinnear e colaboradores (2019). Para 

esses modelos, a dose de testosterona utilizada foi menor e não ajustada em função do 

aumento de massa corporal dos animais durante o período de tratamento, diferentemente 

da abordagem utilizada no nosso trabalho. Além disso, a ausência de grupos de animais 

do sexo masculino como controles fenotípicos nos estudos citados impossibilita a 

mimetização do processo de hormonização utilizada em humanos, dadas as peculiaridades 

de cada espécie. Assim, esses fatores podem explicar as diferenças dos efeitos induzidos 

pela testosterona observadas entre os modelos. Corroborando nossos achados (Fig. 3A e 

B), ratas tratadas com testosterona apresentaram maior ganho de massa corporal em 



107 
 

relação a ratas ou ratos controle, no modelo proposto por Lichtenecker e colaboradores 

(2021).  

  Um dos fatores associados às diferenças sexuais observadas no sistema 

cardiovascular deve-se à ação dos hormônios androgênicos. Estudos apontam que, in vivo, 

a testosterona exerce um efeito deletério na vasculatura, o que está associado ao processo 

fisiopatológico de diferentes doenças cardiovasculares. Apesar de a hormonização 

acarretar em alterações cardiovasculares na população transmasculina (GOOREN; 

WIERCKX; GILTAY, 2014), ainda não existe um consenso se tais efeitos estão 

necessariamente associados à maior incidência de doenças cardiovasculares nessa 

população (IRWIG, 2017). Como já discutido, parte da discrepância entre as informações 

relatadas na literatura, deve-se à interpretação equivocada dos efeitos da testosterona 

sobre organismos femininos em outros contextos, onde há aumento dos níveis circulantes 

do hormônio. Além disso, a maior parte dos estudos avalia apenas os efeitos biológicos 

desencadeados pela hormonização em indivíduos transmasculinos por um período 

relativamente curto da administração hormonal. Poucos trabalhos investigam o impacto 

desse procedimento a longo prazo, principalmente sob o ponto de vista cardiovascular 

(GOOREN; T’SJOEN, 2018; STANHEWICZ; WENNER; STACHENFELD, 2018) 

No nosso trabalho, o tratamento com testosterona reduziu a vasodilatação 

dependente do endotélio, intensificou o efeito anticontrátil do PVAT e, a longo prazo, 

aumentou a pressão arterial nas fêmeas. Nossos resultados reproduzem achados clínicos, 

onde a hormonização com testosterona reduz a função endotelial e aumenta a pressão 

arterial em homens transgênero (GOOREN; WIERCKX; GILTAY, 2014; GULANSKI et al., 

2020). A nível experimental, o prejuízo das funções cardiovasculares induzido por 

hormônios androgênicos em fêmeas em diferentes modelos também é observado. Em 

modelo de reposição hormonal na pós-menopausa, a testosterona reduz a vasodilatação 

dependente do endotélio de ratas por aumento do estresse oxidativo vascular (COSTA et 
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al., 2015). O aumento da pressão arterial induzido por andrógenos em fêmeas também foi 

relatado por outros autores (CHEN; MENG, 1991; COLBY; SKELTON; BROWNIE, 1970; 

RECKELHOFF; ZHANG; GRANGER, 1998; SINGH; SCHWARTZMAN, 2008). Já em 

modelos experimentais de hormonização, Goetz e colaboradores (2018) demonstraram que 

a testosterona aumenta a deposição de placas ateroscleróticas em fêmeas propensas à 

aterosclerose (ApoE-/-) independentemente da dieta. 

De modo interessante, após o regime de longo prazo, apenas fêmeas tratadas com 

testosterona apresentaram aumento da pressão arterial (Fig. 6) em relação aos machos 

(Fig. 9), apesar de ambos apresentarem os mesmos níveis circulantes do hormônio (tabela 

1) e redução da vasodilatação dependente do endotélio (Fig. 4 e 7). Estudos recentes do 

nosso laboratório demonstraram que o tratamento de camundongos com doses 

suprafisiológicas de testosterona induz disfunção vascular por indução de mecanismos 

inflamatórios (ALVES et al., 2020). É importante notar que, embora os objetivos fenotípicos 

tenham sido alcançados, o tratamento das fêmeas com testosterona no nosso modelo as 

expõe a níveis suprafisiológicos de testosterona, evidenciando a importância da avaliação 

dos efeitos desse hormônio entre machos e fêmeas dentro de uma faixa crítica de 

concentração.  

 Além da hormonização, durante o processo de transição de gênero, outras 

abordagens também podem ser adotadas de acordo com os anseios e condições clínicas 

do indivíduo transgênero. Dentre elas destacam-se procedimentos cirúrgicos, uma vez que 

a sua realização melhora significativamente o bem-estar mental e a qualidade de vida 

desses indivíduos (COLE et al., 1997). Para a população transmasculina, a mastectomia, 

histerectomia e salpingo-ovariectomia são alguns dos procedimentos cirúrgicos mais 

procurados (HADJ-MOUSSA et al., 2019). 
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Poucos trabalhos investigam o impacto da associação de diferentes procedimentos 

adotados durante o processo de transição de gênero. Uma vez que os ovários são a 

principal fonte de estrógenos, no nosso modelo investigamos se a ovariectomia exerceu 

algum impacto sobre os efeitos induzidos pela testosterona. Verificamos que a cirurgia não 

alterou o fenótipo “masculino” promovido pelo tratamento hormonal (Fig. 11). Sobre a 

função vascular, observamos que a ovariectomia por si reduziu o relaxamento vascular 

dependente do endotélio (Fig. 12), reproduzindo achados prévios descritos por outros 

autores em diferentes modelos (COSTA et al., 2015; KEANEY et al., 1994). No nosso 

trabalho, a redução do relaxamento vascular induzido pela testosterona foi mais acentuada 

nas fêmeas castradas em relação às intactas (Fig. 12). Esses achados corroboram os 

resultados descritos por Ciccone e colaboradores (2017), que demonstraram que, em 

indivíduos transgênero sob hormonização, a retirada das gônadas piora a função endotelial 

e aumenta a espessura da parede vascular, fatores que contribuem adicionalmente para a 

disfunção vascular. 

No nosso trabalho, apesar de reduzir a vasodilatação dependente do endotélio, a 

ovariectomia não potencializou o efeito de redução da resposta à ACh induzido pela 

testosterona (Fig. 12C).  Um dos pontos cruciais no metabolismo da testosterona refere-se 

à sua conversão a estradiol pela ação da enzima aromatase, expressa em diferentes 

tecidos. Diversos estudos apontam essa conversão como um importante mecanismo dos 

efeitos benéficos da testosterona sobre o sistema cardiovascular. Animais deficientes para 

expressão da aromatase (Ar-/-) apresentam disfunção endotelial (KIMURA et al., 2003) e, 

em células endoteliais humanas, a redução da expressão de VCAM-1 em resposta à 

testosterona é dependente de sua conversão a estradiol (MUKHERJEE et al., 2002). 

Ye e Leung (2008) verificaram que que o tratamento de fêmeas com andrógenos 

aumenta a atividade da aromatase em tecidos extragonadais. Assim, mesmo com o 

aumento dos níveis circulantes de testosterona (tabela 1) e indução do fenótipo “masculino” 
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(Fig. 11), confirmando a eficácia do tratamento com a testosterona nas fêmeas OVX, a 

conversão de parte desse hormônio a estradiol (tabela 2) pode resultar em efeitos 

vasoprotetores, em contraponto às ações deletérias desencadeadas pela testosterona. 

Corroborando essa ideia, a administração de baixas doses de estradiol reduz a deposição 

de placas ateroscleróticas e a gravidade da lesão no modelo de hormonização proposto por 

Goetz e colaboradores (2018). Além disso, homens transgênero que fazem uso da 

testosterona apresentam uma correlação positiva entre os níveis séricos de estradiol e 

parâmetros vasoprotetores (BUNCK et al., 2006). 

A interação entre os sistemas imunológico e cardiovascular tem sido alvo de ampla 

investigação, o que contribui para o entendimento de diferentes processos fisiopatológicos, 

fornecendo importantes mecanismos como potenciais alvos terapêuticos. No nosso 

trabalho, o tratamento com testosterona não promoveu disfunção vascular nas fêmeas 

deficientes em células T e B (Fig. 19 e 20) e a transferência de células T CD4+ restaurou 

os efeitos deletérios sobre a vasculatura (Fig. 23 e 24), evidenciando o papel crucial dessas 

células no dano vascular que precede o aumento da pressão arterial induzida por 

andrógenos. Esses resultados corroboram estudos prévios que demonstram a participação 

crucial de células T em processos fisiopatológicos no sistema cardiovascular. 

Guzik e colaboradores (2007) demonstraram pela primeira vez que células T e B são 

fundamentais para o desenvolvimento da hipertensão induzido pela Ang II e para as 

complicações associadas, como a disfunção endotelial decorrente do recrutamento 

vascular de leucócitos. Em outros modelos experimentais de hipertensão, as células T são 

fundamentais para o aumento da pressão arterial e lesão em diferentes órgãos-alvo 

(MARVAR et al., 2012; TIPTON; BABAN; SULLIVAN, 2012). Como importantes mediadoras 

da resposta imunológica celular, um dos principais mecanismos efetores das células T 

CD4+ é o recrutamento de células do sistema imunológico inato, intensificando o processo 

inflamatório local. Em um estudo recente publicado por Iannantuoni e colaboradores (2021), 
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foi verificado que a testosterona aumenta a interação entre leucócitos polimorfonucleares e 

as células endoteliais, e os níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias de fase aguda em 

homens transgênero. Assim, células T CD4+ podem estar relacionadas ao dano vascular 

mediado pelo sistema imunológico observado nessa população.  

Diferentes estudos mostram uma clara influência de fatores sexuais sobre o papel 

de células T no processo fisiopatológico cardiovascular. A transferência de células T 

provenientes de machos WT para camundongos machos Rag1-/- restaura a resposta 

pressora induzida pela infusão com Ang II por 14 dias. Quando a transferência ocorre para 

fêmeas, elas permanecem resistentes ao aumento da pressão arterial. Por outro lado, 

quando as células T são provenientes de fêmeas WT, a hipertensão induzida pela Ang II é 

abolida nos animais Rag1-/- independentemente do sexo (JI et al., 2014; POLLOW et al., 

2014). Esses trabalhos sugerem, portanto, que fatores sexuais atuam tanto de forma 

sistêmica quanto diretamente nas células T, influenciando o seu papel nos efeitos deletérios 

sobre o sistema cardiovascular. Em contraste, no nosso modelo verificamos que a 

disfunção vascular induzida pela testosterona ocorreu nas fêmeas Rag1-/-, mesmo após a 

transferência das células CD4+ provenientes de fêmeas WT (Fig. 23 e 24). Essas 

diferenças podem ser explicadas pelo fato que, em nossa abordagem, o tempo de 

exposição ao estímulo androgênico hipertensivo foi consideravelmente maior, sendo esse 

um importante fator modulatório sobre a função da célula T. Corroborando essa ideia, o 

aumento de células T efetoras em órgãos-alvo ocorre em ratos SHR em relação a ratas 

após 13 semanas de vida, o que não é observado com 5 semanas (SULLIVAN; GILLIS, 

2017). 

O rearranjo gênico mediado pela enzima Rag é de fundamental importância não 

apenas para o desenvolvimento e maturação de células T, mas também para células B. 

Assim, animais Rag1-/- são deficientes para ambas as células e suas subpopulações. 

Células T CD8+ e células B também possuem um importante papel no desenvolvimento no 
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aumento da pressão arterial e dano vascular associado à hipertensão (CHAN et al., 2015; 

TROTT et al., 2014). Dessa forma, nos nossos achados é possível que a disfunção vascular 

induzida pela testosterona também seja mediada, pelo menos em parte, por essas células. 

Existe uma clara relação entre o eixo Th17-IL-17-IL-17R e as doenças 

cardiovasculares. Pacientes com doenças autoimunes dependentes da IL-17 como a artrite 

reumatoide e psoríase apresentam maior risco cardiovascular (KHRAISHI et al., 2014; 

PANOULAS et al., 2007). Por outro lado, pacientes hipertensos possuem maior número de 

células Th17 circulantes (ITANI et al., 2016) e existe uma correlação positiva entre os níveis 

séricos de IL-17 e o aumento da pressão arterial em indivíduos pré-hipertensos (YAO et al., 

2015). Em modelos experimentais, a hipertensão arterial induzida pela Ang II é atenuada e 

a disfunção endotelial é abolida em camundongos deficientes para IL-17 (IL-17-/-) 

(MADHUR et al., 2010).  

No nosso estudo, embora não tenhamos detectado diferenças entre as 

concentrações séricas de IL-17 (Fig. 28), verificamos que o tratamento com a testosterona 

nas fêmeas WT aumentou os níveis circulantes de células Th17 (Fig. 15), a expressão 

gênica de RORγt na aorta (Fig. 16A) e no PVAT (Fig. 16B), e a fosforilação da STAT3 (Y705) 

na aorta desses animais (Fig. 17A). Além disso, fêmeas deficientes para o IL-17R (IL-17Ra-

/-) tiveram a função vascular preservada após o tratamento hormonal (Fig. 24 e 25). Esses 

resultados corroboram estudos prévios que sugerem que fatores sexuais masculinos 

contribuem para a diferenciação do perfil efetor Th17 e seus efeitos deletérios sobre o 

sistema cardiovascular. Tipton e colaboradores (2012) verificaram que a presença de 

marcadores para células Th17 é maior no tecido renal de ratos SHR quando comparados 

a fêmeas. Além disso, apenas machos demonstram a participação de células Th17 no dano 

cardíaco em modelo de miocardite induzido por vírus (LI; YUE; XIONG, 2013). Em 

contraste, o estrógeno inibe a liberação da IL-17 por linfócitos (WANG et al., 2009) e reverte 

os efeitos deletérios mediado por células Th17 no tecido ósseo (TYAGI et al., 2012).  
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Um dos principais alvos de investigação acerca do envolvimento da IL-17 nos 

processos fisiopatológicos do sistema cardiovascular diz respeito à fonte de liberação dessa 

citocina (HIGAKI et al., 2021). Apesar das diferenças nos mecanismos de ativação e 

sinalização, aspectos da resposta efetora de células T γδ são semelhantes àqueles 

observados pela resposta imunológica celular mediada por células T CD4+. Nesse sentido, 

analogamente ao perfil Th17, a liberação da IL-17 por células T γδ exerce um papel 

fundamental no recrutamento de outras células imunológicas, incluindo neutrófilos e outras 

células T CD4+, inclusive no contexto cardiovascular (CHIEN; MEYER; BONNEVILLE, 

2014). Em camundongos hipertensos por infusão de Ang II, ocorre aumento da população 

de células T γδ produtoras de IL-17 na aorta e rins desses animais, o que contribui para a 

lesão nesses órgãos-alvo  (SALEH; NORLANDER; MADHUR, 2016). 

No nosso trabalho, observamos que a testosterona aumentou a população de células 

T γδ produtoras de IL-17 circulantes (Fig. 29). Apesar disso, o tratamento com testosterona 

promoveu disfunção vascular nas fêmeas deficientes em células T γδ (TCRδ-/-), de modo 

semelhante ao observado nas fêmeas WT (Fig. 28 e 29). Esses dados reforçam que, no 

nosso modelo, a disfunção vascular induzida pela testosterona é mediada, de fato, por 

células Th17.  De modo interessante, Schüler e colaboradores (2019) demonstraram que a 

IL-17 proveniente de células T CD4+ induz disfunção vascular por redução da 

biodisponibilidade do NO e fibrose perivascular, corroborando os nossos achados que 

mostram que essas células, e não células T γδ, contribuem para a disfunção vascular 

induzida pela testosterona. 

O fato de os efeitos vasculares induzidos pela testosterona serem dependentes de 

células T CD4+, e não de células T γδ, sugere que o tratamento induz a geração de 

“neoantígenos” que podem ser o gatilho de respostas imunológicas deletérias sobre o 

sistema vascular. De fato, através de uma refinada abordagem in vivo, Hevia e 

colaboradores (2018) demonstraram que a presença de células dendríticas, uma das 
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principais APC, é essencial para o aumento da pressão arterial e hipertrofia cardíaca 

decorrentes da hipertensão induzida por Ang II. Diversos autores sugerem diferentes 

mecanismos relacionados à geração desses neoantígenos, dentro os quais destaca-se o 

estresse oxidativo. 

Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a investigar os diferentes mecanismos 

pelos quais a testosterona prejudica a função vascular. Em células do músculo liso vascular, 

a testosterona aumenta a produção de ERO, sendo esse efeito mais evidente quando as 

células são provenientes de animais hipertensos (CHIGNALIA et al., 2012). In vivo, o 

aumento do estresse oxidativo vascular induzido pela testosterona está relacionado com a 

disfunção endotelial (ALVES et al., 2020) e é crucial para a permeabilidade e recrutamento 

de neutrófilos (CHIGNALIA et al., 2015). Dessa forma, os danos vasculares mediados pelas 

células T CD4+ induzidos pela testosterona observados no nosso modelo pode estar 

associado ao aumento do estresso oxidativo. Sustentando essa ideia, estudos demonstram 

que a superexpressão de proteínas com modificações oxidativas em células T participam 

do processo de hipertensão mediado por essas células (KIRABO et al., 2014; PONS et al., 

2013). Além disso, as células T possuem um papel fundamental no dano vascular e no 

desenvolvimento da hipertensão em animais com superexpressão da enzima NADPH 

oxidase (principal fonte de ERO na vasculatura) nas células do músculo liso vascular, (WU 

et al., 2015). 

Diversos estudos descrevem uma importante influência de fatores sexuais sobre a 

função do PVAT e sua repercussão sobre a vasculatura. A ovariectomia reduz a 

vasodilatação mediada pelo PVAT em artérias mesentéricas por aumento do estresse 

oxidativo (WANG et al., 2014a) e, após a menopausa, ocorre maior recrutamento de células 

inflamatórias para o PVAT em mulheres cisgênero (KRALOVA LESNA et al., 2016), 

demonstrando o papel protetor dos hormônios sexuais femininos sobre a função do PVAT. 

Por outro lado, poucos trabalhos investigam a ação dos hormônios androgênicos sobre o 
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PVAT e seus efeitos vasculares, principalmente em comparação simultânea entre os dois 

sexos (VICTORIO et al., 2020). 

No nosso trabalho, a vasoconstrição na presença do PVAT foi menor em vasos 

provenientes de fêmeas sob o tratamento hormonal (Fig. 5), sugerindo que a testosterona 

parece intensificar o efeito anticontrátil do PVAT. De fato, machos também apresentaram 

maior efeito anticontrátil do PVAT quando comparado a fêmeas (Fig. 8). Apesar disso, 

Boydens e colaboradores (2016) não observaram diferenças no papel do PVAT sobre a 

contração de vasos obtidos de machos castrados ou intactos, sugerindo que a função do 

PVAT não é alterada sob concentrações fisiológicas de testosterona em machos. 

Entretanto, como já mencionado, no nosso trabalho as concentrações circulantes de 

testosterona obtidas após o tratamento alcançaram níveis suprafisiológicos para as fêmeas 

e, sob essas condições, a testosterona exerce efeitos deletérios sobre a vasculatura 

(ALVES et al., 2020). Essas diferenças reforçam a necessidade no avanço dos estudos 

acerca das diferenças sexuais sobre o sistema cardiovascular sob um rigoroso critério de 

concentrações/doses hormonais administradas e/ou obtidas nos diferentes modelos 

experimentais. 

A influência do PVAT sobre a vasculatura tem sido cada vez mais alvo de 

investigações, uma vez que as alterações funcionais nesse tecido desempenham um 

importante papel no processo fisiopatológico de diversas doenças cardiovasculares 

(SCHEJA; HEEREN, 2019). Além da função de liberar agentes vasoativos, o PVAT também 

atua como um “depósito” para células do sistema imunológico. Fisiologicamente, a 

presença de células de caráter anti-inflamatório mantém o equilíbrio metabólico e das 

funções endócrinas do PVAT. Entretanto, no contexto fisiopatológico, a mudança fenotípica 

e/ou o recrutamento de células pró-inflamatórias contribuem de forma essencial para o dano 

vascular (GUZIK et al., 2017; NOSALSKI; GUZIK, 2017). De fato, verificamos que o 

tratamento com testosterona aumentou a expressão gênica de RORγt (Fig. 16) e proteica 
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da p-STAT3 (Y705) (Fig. 17) na vasculatura das fêmeas tratadas, marcadores sugestivos 

para células Th17, sugerindo um recrutamento dessas células para esse tecido.  

No nosso trabalho, o aumento do efeito anticontrátil do PVAT induzido pela 

testosterona foi dependente de células T CD4+ (Fig. 24), IL-17R (Fig. 27) e mediado, pelo 

menos em parte, pela iNOS (Fig. 33), demonstrando uma importante contribuição de 

mecanismos inflamatórios nesse processo. Corroborando nossos resultados, Mikolajczyk e 

colaboradores (2016) observaram que, em camundongos tratados com Ang II, ocorre 

aumento no recrutamento de células T para o PVAT, levando ao aumento do estresse 

oxidativo nesse tecido, o que contribui para a disfunção endotelial. O envolvimento da iNOS 

na disfunção do PVAT também é observado em outros contextos. A hiperatividade da iNOS 

no PVAT está relacionada à hipocontratilidade vascular em modelo experimental de sepse 

(AWATA et al., 2019). 

O perfil Th17 tem como principal mecanismo efetor a liberação da IL-17 que, por 

interação com o seu receptor, desencadeia efeitos pró-inflamatórios por diferentes 

mecanismos, dentre eles o recrutamento de células mieloides (KORN et al., 2009). Nesse 

sentido, a síntese de NO pela iNOS é descrita como um importante mecanismo efetor de 

células como macrófagos e neutrófilos no combate a infecções e/ou no desenvolvimento 

do processo inflamatório (BOGDAN; RÖLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000). Assim, no 

nosso modelo experimental, é possível que o recrutamento de células inflamatórias 

mediado por células Th17 esteja relacionado ao aumento na quantidade de NO liberado 

pelo PVAT, intensificando seu efeito anticontrátil. Corroborando essa ideia, a testosterona 

aumentou a expressão gênica para CCL2, importante fator quimiotático para células 

mieloides, e citocinas de fase aguda no tecido adiposo de mulheres cisgênero em idade 

reprodutiva (CRISOSTO et al., 2017).  
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CONCLUSÃO 

 

 Em conjunto, nossos resultados sugerem que o tratamento de fêmeas com 

testosterona aumenta a pressão arterial, evento precedido por disfunção vascular, 

caracterizada por alterações nas respostas do PVAT e vasodilatação dependente do 

endotélio. Estes efeitos em modelo experimental de hormonização ocorrem 

independentemente de ovariectomia, e estão relacionados à ativação do eixo Th17-IL-17-

IL-17R.  

 Esperamos, com esse enfoque, fornecer informações importantes para otimização 

do processo de hormonização realizado por pessoas transmasculinas, a fim de diminuir o 

risco cardiovascular para essa população.  
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