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RESUMO

NASCIMENTO, A.M. Tratamento cronico com decanoato de nandrolona
promove remodelamento cardiaco e alteracdo da funcao ventricular esquerda
em ratas: papel dos moduladores intracelulares de Ca?*. Tese (Doutorado) —
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncias Fisiologicas. Vitoéria, 2017.

O uso dos esterdides anabdlicos androgénicos (EAA) tem crescido
consideravelmente nas Ultimas décadas, sendo utilizada tanto por homens como por
mulheres, com reducdo significativa na idade inicial destes utilizadores. O uso
abusivo e indiscriminado destes hormoénios acarreta alteracdes cardiovasculares,
como hipertrofia cardiaca associada com deposicdo de colageno, considerada
patolégica. Este remodelamento cardiaco causado pelos EAA pode desencadear
hipertenséo, insuficiéncia cardiaca congestiva, cardiomiopatia, arritmias e até morte
subita. O uso de EAA é geralmente realizado em associa¢cdo com o exercicio fisico,
gue isoladamente promove efeitos cardiovasculares benéficos, todavia em
associacao perde-se o efeito benéfico do exercicio, com a ocorréncia de adaptacdes
cardiovasculares desfavoraveis e fung¢do ventricular comprometida, especialmente
funcdo diastdlica, fiborose miocéardica e desarranjo de cardiomiocitos. Além disso,
pouco se sabe sobre os efeitos cardiovasculares dessas drogas no sexo feminino.
Este trabalho objetiva avaliar os efeitos do decanoato de nandrolona (DN) e do
exercicio fisico resistido sobre a contratilidade cardiaca em ratas. Os animais foram
separados em quatro grupos: C (ndo treinados); CE (submetidos a exercicio fisico
resistido em &gua, cinco vezes por semana); ND (tratados com DN, 20
mg/kg/semana durante quatro semanas); e NDE (treinados e tratados). Os
parametros hemodinamicos (+dP/dtmax, -dP/dtmin e Tau) foram avaliados no
ventriculo esquerdo. O coracdo foi coletado para analise histologica (H&E) e
deposicdo de coldgeno (picrosirius red). A andlise da expressdo das proteinas
relacionadas com o transiente de Ca?* citosélico foi realizada pelo método de
Western blot. Os animais tratados com DN e os animais submetidos ao treinamento
fisico resistido apresentaram aumento na contratilidade e relaxamento cardiaco.
Além disso, o DN promoveu aumento na expressdo da fosfolambam fosforilada (p-
PLB) e isoforma do reticulo sarcoplasmatico ATPase 2 (SERCA-2a), enquanto o
exercicio de resisténcia aumentou a fosforilagcdo de PLB e a expresséo do trocador
de Na'/Ca?* (NCX). O remodelamento cardiaco patoldgico, caracteristico pela
hipertrofia cardiaca associada com deposicdo de colageno, foi observado apés o
tratamento com DN. Portanto, tratamento com DN e o exercicio fisico resistido em
fémeas, por um periodo de quatro semanas, foram capazes de promover hipertrofia
cardiaca e aumentar a funcdo cardiaca, alterando proteinas responsaveis pela
regulacdo de Ca?* intracelular, entretanto, a hipertrofia causada pela nandrolona foi
considerada patolégica. Certamente, esta avaliacdo comparando o0 uso de
nandrolona e a contratilidade cardiaca deve ser posteriormente investigada,
especialmente com uso mais prolongado, visto que as exacerbacdes prolongadas
desses efeitos podem desencadear complicacdes cardiacas graves.

Palavras-chave: Decanoato de nandrolona; exercicio resistido; contratilidade
cardiaca e proteinas reguladoras de calcio.



ABSTRACT

NASCIMENTO, A.M. Chronic treatment with nandrolone decanoate promotes
cardiac remodeling and left ventricular function alteration in rats: role of
intracellular modulators of Ca?*. Tese (Doutorado) — Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), Programa de PoOs-graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas.
Vitoria, 2017.

The use of androgenic anabolic steroids (AAS) has grown considerably in the last
decades, being used by both men and women, with a significant reduction in the age
of these users. The abusive and indiscriminate use of these hormones causes
cardiovascular alterations, such as cardiac hypertrophy associated with collagen
deposition considered pathological. This cardiac remodeling caused by AAS can
trigger hypertension, congestive heart failure, cardiomyopathy, arrhythmias and even
sudden death. Usually, AAS are associate with physical exercise, which alone
promotes beneficial cardiovascular effects. However, in combination, the beneficial
effect of exercise is lost with the occurrence of unfavorable cardiovascular
adaptations and ventricular function problems, especially diastolic function,
myocardial fibrosis and cardiomyocyte derangement. In addition, little is known about
the cardiovascular effects of these drugs on women. This work aims to evaluate the
effects of nandrolone decanoate and resistive physical exercise on cardiac
contractility in female rats. The animals were separated into 4 groups: C (untrained);
EC (submitted to resistive physical exercise in water, 5 times per week); ND (treated
with DN, 20 mg/kg/ week for 4 weeks); and NDE (trained and treated). The
hemodynamic parameters (+dP/dtmax, -dP/dtmin and Tau) were evaluated in the left
ventricle. The heart was collected for histological analysis (H&E) and deposition of
collagen (picrusirius red). Analysis of the expression of proteins related to cytosolic
Ca?* handling was performed by the Western blot method. Animals treated with
nandrolone and animals submitted to resistance training showed increased
contractility and cardiac relaxation. Furthermore, the nandrolone increased the
expression of the phosphorylated phospholamban (p-PLB) and isoform of the
sarcoplasmic reticulum ATPase 2 (SERCA-2a), while resistance exercise increased
the phosphorylation of PLB and exchanger expression of Na*/Ca?* (NCX). Pathologic
cardiac remodeling, characteristic of cardiac hypertrophy associated with collagen
deposition, was observed after nandrolone treatment. Therefore, treatment with
nandrolone and resistive physical exercise in females, for a period of four weeks,
were able to promote cardiac hypertrophy and increase cardiac function by altering
proteins responsible for the regulation of intracellular Ca?*. However, hypertrophy
caused by nandrolone was considered a pathological condition. Certainly, this
evaluation comparing the use of nandrolone and cardiac contractility should be
further investigated, especially with chronic use, since prolonged exacerbations of
these effects may trigger severe cardiac complications.

Key words: Nandrolone decanoate, resistive exercise, cardiac contractility and
calcium handling.
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

O uso de esterbides anabolicos androgénicos (EAA) tem crescido
consideravelmente nas ultimas décadas tanto por homens como por mulheres,
com reducao significativa na idade de utilizadores (Evans, 2004; Bojsen-Mgller e
Christiansen, 2010). Um estudo de Miller et al. (2005) conduzido nos Estados
Unidos, evidenciou que a utilizacdo de EAA foi de 4% e 2% em jovens do sexo
masculino e feminino, respectivamente, indicando que o abuso destes hormdnios
ja ndo se restringe aos homens em fase adulta e que cada vez mais cedo ocorre a
utilizagdo. O wuso abusivo e indiscriminado dos hormdnios pode acarretar
complicagdes cardiovasculares graves, muitas delas bem referidas e conhecidas
na literatura cientifica, com destaque para hipertrofia cardiaca, hipertensao,
insuficiéncia cardiaca congestiva, cardiomiopatia, arritmias e até morte subita (Liu
et al., 2003; Fineschi et al., 2007). A hipertrofia cardiaca causada pelos EAA é
evidenciada por ser uma hipertrofia de carater patologico, na qual ocorrem
alteracbes nas miofibrilas, bem como o inchaco e alongamento mitocondrial do
miocardio, indicando os estagios iniciais da insuficiéncia cardiaca (Melchert e

Welder, 1995; Pereira-Junior et al., 2006).

Pesquisas do nosso grupo mostraram a influéncia de altas doses de
decanoato de nandrolona (DN), um dos mais conhecidos e utilizados EAA, no
sistema cardiovascular. Esses estudos demonstraram que 0 uso crbnico de
nandrolona em ratos sedentarios prejudicou o reflexo Bezold-Jarisch (Andrade et
al., 2008), induziu hipertrofia cardiaca e aumento da pressao arterial em animais,
com a participagdo nesses processos do sistema renina angiotensina (SRA)

(Franquni et al., 2013). Outra observagéo relevante também observada pelo nosso
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grupo foi que a hipertrofia cardiaca causada pelo DN, estava associada ao
aumento da deposicdo de coldgeno na matriz extracelular e ao desequilibrio das
citocinas cardiacas, com a prevaléncia de citocinas pré-inflamatorias (Franquni et

al., 2013).

Estimulos como o exercicio também promovem hipertrofia cardiaca. No
entanto, no caso do exercicio, este processo € benéfico e adaptativo em resposta
a aumento na carga mecanica (Lorell e Carabello, 2000). O uso de EAA é
geralmente associado com o0 exercicio na pratica esportiva. Entretanto, o efeito
benéfico do exercicio parece ser perdido, com a ocorréncia de adaptacdes
cardiovasculares desfavoraveis (Melchert e Welder, 1995) e funcdo ventricular
comprometida, especialmente funcdo diastdlica, fiborose miocardica e desarranjo

de cardiomidcitos (Yamamoto et al., 2002).

A hipertrofia fisiologica esta associada ao aumento da eficiéncia dos
processos de contracdo muscular, devido ao aumento das proteinas contrateis
(Kraemer et al., 2002). Para o processo de contracdo cardiaca, o Ca?* é um
componente regulador chave atuando como um regulador de sinal elétrico que
determina acoplamento excitatorio de frequéncia cardiaca e contracdo. A reducao
dos niveis intracelulares de Ca?* e a diminuicdo da atividade da bomba de célcio
podem ser alteragbes encontradas em coragcdes com hipertrofia cardiaca
patolégica e insuficientes (Dash et al., 2001; Orchard e Brette, 2008; Adachi,
2010). Além disso, a regulacdo citosélica do calcio contribui ndo s6 para a
contratilidade cardiaca, mas também para o relaxamento cardiaco, e esse ajuste
ocorre por meio dos canais para Ca?', das bombas ATPase, dos trocadores
cardiacos, dos transportadores e da ligacdo das proteinas ao Ca?*. Os trocadores

de Na*/Ca?* (NCX) e a isoforma do reticulo sarcoplasmatico/reticulo
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endoplasmatico ATPase 2 (SERCA-2a) sdo responsaveis pela extrusdo e

recaptacao de calcio, respectivamente (Bers, 2001).

Existe uma clara preocupacdo com o uso de EAA tanto por homens quanto
por mulheres (Braunstein, 2007; Sirianni et al., 2012), porém nao houve estudos
avaliando a influéncia dessas substancias sobre a contratilidade cardiaca em
fémeas (Rocha et al., 2007). Portanto, nossa hipotese é que a utilizagdo do
decanoato de nandrolona pode interferir na fungdo cardiaca por alterar a
regulacdo citosdlica de Ca?*. Adicionalmente, visto que existem efeitos
cardioprotetores do exercicio, é possivel que os efeitos deletérios do DN, em suas

acoes.
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1.2 Revisao de literatura
1.2.1 Ester6ides anabdlicos androgénicos
Os EAA sao hormdnios sintéticos, derivados da testosterona (Handa e Price,
2000), que promovem dois efeitos principais: o primeiro sao os efeitos androgénicos
(termo derivado do grego androgennan, onde andro significa homem e gennan,
significa produzir), relacionados com a fungéo reprodutora e com as caracteristicas
sexuais secundarias masculina. O segundo séo os efeitos anabdlicos, responsaveis
por promover crescimento e maturacdo de outros tecidos (Handa e Price, 2000;

Berne e Levy, 2000).

A relacdo entre os efeitos anabdlicos e androgénicos pode variar
significativamente entre os tipos de EAA, visto que diversas modificacdes estruturais
moleculares foram realizadas na tentativa de separar estes efeitos, mesmo com o
objetivo ndo alcancado foram desenvolvidos compostos menos androgénicos e mais
anabdlicos (Binayi et al., 2016). Estas modificacGes possibilitam e contribuem para a
utilizacdo dos EAASs por atletas e individuos que buscam melhorar a aparéncia fisica,
com aumento da musculatura, porém com a masculinizacao reduzida (Tanner, Miller
e Alongi, 1995; Kuhn, 2002).

Em funcdo das modificacbes moleculares sofridas pela testosterona, varias
substancias foram desenvolvidas, que podem ser divididas em diferentes classes de
EAA (Figura 1), com propriedades especificas, sendo eles os esteroides 17a-
substituidos (podem ser administrados oralmente), 17B-alquilados (utilizados por via
parenteral, com tempo de acdo variavel, dependendo do grupo substituinte), 1783-
esterificados (maior tempo de acéo, pela substituicAo com acido graxo) e esteroides
com modificacdes nos anéis A, B e C (diversas alteracbes farmacoldgicas, dentre

eles maior afinidade pelos RA e resisténcia a aromatizacao)(Shahidi, 2001; Kuhn,
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2002; Kicman, 2008).

17-B-alquilados
OH 17-B-esterificados

18

17-a-substituidos

Outras substituicobesem A,Be C

Figura 1. Sintese das diferentes modifica¢des estruturais realizada na molécula da testosterona e
que culminaram na sintese dos esteroides anabdlicos androgénicos. As principais modificacdes
estruturais, ocorrem nos Anéis A, B e C, e Carbono 17 (C17) do anel D. Adaptado de Kicman, 2008 e

Kuhn, 2002.

O Decanoato de Nandrolona (19-nor-4-androstenen-17-B-ol-3-ona ou
Decanoato de 19-nortestosterona) € o mais utilizado e estudado EAA, sendo
derivado da nandrolona (19-nortestosterona) apos sofrer esterificagcdo com o acido
decandico no carbono 17, substituindo a hidroxila (Figura 2) (Wan Der Vies, 1965;
Kutscher, Lund e Perry, 2002). A esterificacdo no carbono 17 possibilita a aplicacao
intramuscular e prolonga o efeito, durando de duas a trés semanas, devido a
formacéao de depositos (Shahidi, 2001; Kutscher, Lund e Perry, 2002). Além disso, o
DN ndo apresenta metil substituinte na posicdo 19 da molécula, devido a
desmetilacdo, esta modificacdo confere ao DN maior afinidade pelos receptores
androgénicos (RA), quando comparado com a testosterona (Celotti e Cesi, 1992;

Tylicki et al., 2007). No organismo o DN sofre hidrélise do ester e recupera a
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hidroxila no carbono 17, retornando a sua forma ativa, a nandrolona (Tylicki et al.,

2007).
CH; OH
CH,
O
Testosterona
Esterificagao com
acido decandico
0o |
v
CHj; CH,
Cl l} O (Cl lZ)XCl IR Desmetilagdao em C19 & OI I * Ol 1
Perda da dupla
ligacéao
O Decanoato de Nandrolona Y Nandrolona 0 Diidronandrolona

Figura 2. Estrutura quimica e modificagdes estruturais das moléculas de testosterona, nandrolona,
decanoato de nandrolona e diidronandrolona. Figura do acervo do LHE, elaborada por Andrews

Marques do Nascimento, 2017.

A excessiva utilizacdo do DN se d4, principalmente, pela maior capacidade
anabdlica e aos efeitos androgénicos reduzidos, quando comparados a testosterona
(Revisado por Kicman, 2008). Estudos sugerem que esta reducdo dos efeitos
androgénicos da nandrolona em relacdo a testosterona, esta relacionada com a
enzima 5a-redutase que converte a nandrolona em 5a-diidronandrolona (DHN) (Toth
e Zakar, 1982). Ao contrario da testosterona, que ao ser convertida em
diidrotestosterona (DHT) aumenta a afinidade pelos RA, a nandrolona ao ser
convertida em DHN liga-se mais fracamente aos RA, por perder a dupla ligagdo no
anel A (Toth e Zakér, 1982; Celotti e Cesi, 1992). Os metabdlitos formados pela 5a-
redutase sdo responsaveis pelos efeitos androgénicos, tecidos com pouca atividade

desta enzima sofrem menos acdo androgénica, como ocorre nos musculos. A
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nandrolona possui maior afinidade pelos receptores de esteroides, produzindo
efeitos anabdlicos superiores a testosterona (Wilson, 1988; Celotti e Cesi, 1992).
Outra caracteristica importante da nandrolona, apesar de controversa, é a
capacidade de ndo sofrer aromatizacdo em estrogénio pela enzima aromatase
(Hobbs, Jones e Plymate, 1996; Kuhn, 2002; Bordbar et al., 2014) conferindo assim
menos efeitos feminilizante indesejaveis, principalmente com a utilizagéo prolongada

e em doses elevadas (Kuhn, 2002).

Os horménios esteroides podem exercer seus efeitos por dois possiveis
mecanismos, sendo eles a via gendmica e a via ndo gendmica (Figura 3) (Foradori
et al., 2008). Porém, independentemente do mecanismo de agdo dos EAA ao
promoverem seus efeitos, ocorre a participagdo dos receptores androgénicos (RA),
gue podem ser encontrados em varios locais no organismo, como no coragao,
aparelho reprodutor, nos 0ssos, tecidos musculares, cérebro, prostata, figado, rins

e adipdcitos (Wilson, 1988).

Em funcdo da caracteristica lipidica das estruturas quimicas dos horménios
esteroides, essas substancias atravessam com facilidade a membrana plasmatica,
esta caracteristica possibilita a realizacdo de suas agfes pelo mecanismo classico,
conhecido como gendmico (Falkenstein et al., 2000; Vasconsuelo et al., 2011).
Nesse mecanismo de acdo, o hormdnio apds atravessar a bicamada lipidica da
membrana plasmatica e interagir com o RA, forma um complexo hormdénio-receptor
gue é translocado para o ndcleo, onde se liga ao DNA, em uma regido especifica
denominados elementos de resposta ao horménio androgénico (ERA) podendo
promover a transcricdo de elementos especificos do DNA, culminando em uma
resposta androgénica e/ou anabdlica (Falkenstein et al., 2000; Shahidi, 2001). Deve-

se salientar que a utilizagdo dos EAA promove alteragdes intracelulares por meio
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dos RA, via gendmica ou ndo gendmica, impossibilitando dissoci-los (Berne e Levy,
2000). A participacdo dos RA no aumento de sintese proteica e ganho de massa
muscular, jA estd bem estabelecida na literatura. Sabe-se ainda que estes
receptores se encontram saturados de testosterona, em niveis fisiologicos, em
homens com funcdo gbnadal normal. No entanto, estes receptores podem reducao
em numero, quando doses supra fisiolégicas de EAA sdo administradas, processo
conhecido como down-regulation (Bricout et al., 1994; Doumit et al., 1996; Sheffield-
Moore et al., 1999; Kadi et al., 2000). O mecanismo gendémico favorece uma acgao
em longo prazo dos hormonios, que se iniciam horas apés o contato entre horménio
e 0 receptor, e perdura por varios dias apos a interrupcdo (Diamond et al., 1990;

Norman et al., 2004).

A via ndo gendbmica, também denominada n&o classica, é uma via
caracterizada pela acao ripida de segundos a minutos (Kousteni et al., 2001), na
gual ocorre ativagdo de segundos mensageiros celulares para propagacao celular
do sinal (Falkenstein et al., 2000). Apesar de menos elucidada que a via gendGmica,
esta via se mostra muito importante para que os hormoénios exercam algumas
acOes intracelulares, como o aumento rapido do célcio citosdlico e o envolvimento
com a inducéo de morte celular por apoptose (Vicenzio et al., 2006; Michels et al.,

2006; Cavalari et al. 2012).
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Figura 3. Esquema do mecanismo genbmico e ndo gendmico dos EAA. Na via genbmica os
androgenos difundem-se através da membrana plasmatica e interagem com receptores
androgénicos (RA) no citoplasma. O complexo andrégeno-RA se desloca ao nucleo, onde se liga ao
DNA, e essa interacd@o recruta co-activadores da expressdo de genes especificos para regular a
transcricdo e sintese proteica. Na via ndo genbmica os andrégenos interagem com os RA
associados a membrana (MAR), levando a ativacdo de canais de calcio tipo-L por intermédio da
proteina G (GP). Este aumento de calcio intracelular pode levar a ativacdo da proteina quinase C
(PKC), e por meio de Calmodulina (CAM) pode ativar Proteina quinase A (PKA), vias de proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPK), podem influenciar a transcrigdo de genes pela fosforilagdo. A
interagdo com a proteina G pode ativar a Fosfolipase C (PLC), provocando um aumento de Inositol
1,4,5-trifosfato (IP3), que promove a liberacdo de depdsitos intracelulares de célcio do reticulo
sarcoplasmatico (RS). Figura do acervo do LHE, elaborada por Andrews Marques do Nascimento,

2017.

No mecanismo ndo gendmico, os horménios ligam-se a receptores
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androgénicos de membrana (mMRA) que estéo ligados a proteina G. A origem destes
receptores € controversa, porém, acredita-se que sejam os RA tradicionais que se
associaram a membrana celular (Levin, 2011). A ativacéo dos receptores resulta na
estimulacdo da producdo de segundos mensageiros como o monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc), responsavel pela ativacdo da proteina quinase A (PKA),
gue por sua vez, estimula outros receptores de androgénicos citosélicos causando
aumento do célcio intracelular (Cato, Nestl e Mink, 2002; Schwartz et al., 2016).

No entanto, essa classificacdo dicotdmica é imprecisa e ndo reflete a
complexidade dos diferentes mecanismos nos quais os ester6ides modulam a
funcéo celular. Além da ativacao das cinases, das fosfatases, das fosfolipases e da
sinalizacdo dependente do célcio, as cascatas rapidas associadas a membrana
podem levar a efeitos gendmicos a jusante, por meio da fosforilacdo e modulacéo
dos fatores de transcricdo e dos correguladores. Além disso, o impacto total dos
hormoénios esterdides é o resultado da convergéncia das vias gendmicas e nao-
gendmica, sendo seus efeitos integrativos e, as vezes sinérgicos, que conferem a
variabilidade e complexidade da funcdo e aplicabilidade dos horménios esteroides
(Schwartz et al., 2016).

Os EAA apresentam diversas aplicacbes clinicas, sendo utilizados no
tratamento de hipogonadismo em homens, situacfes de deficiéncia androgénica
causada pelo envelhecimento em homens idosos ou doencas crbnicas, suprindo
assim a deficiéncia de Testosterona (Cunha et al, 2005). J& foram utilizados em
situacbes de comprometimento 6sseo, como na osteoporose e situacdes de dor
0ssea, onde os EAA aumentam a deposicao 6ssea ao estimularem os osteoblastos,

(Gordon et al., 1999; Lise et al.,, 1999), porém, em desuso atualmente. Algumas

situacdes clinicas onde o paciente apresenta comprometimento na massa corporal,
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como na imunodeficiéncia adquirida, politraumatismos, queimaduras e periodos pos-
operatorios, a utilizacdo dos hormdnios é benéfica, por aumentar a sintese proteica e
reestabelecer & massa corporal (Wilson, 1988; Creutzberg e Schols, 1999; Rabkin et
al., 2000). Inicialmente, os efeitos dos EAA sobre o desenvolvimento e
restabelecimento da forgca muscular em individuos jovens ou idosos foram vistos
com pouco interesse (Samuels et al., 1942; Simonson et al., 1974). No entanto, o
beneficio em relagdo ao ganho de massa muscular, tem estimulado o uso no meio
esportivo, principalmente halterofilistas e fisiculturistas, como forma de melhorar o
desempenho fisico e atlético, bem como a aparéncia fisica (Tanner, Mille e Alongi,
1995; Kuhn, 2002).

As indicacdes clinicas dos EAA sé&o ignoradas ou desconhecidas por
usuarios, que utilizam de forma abusiva e indiscriminada (Frati et al., 2015). Além do
mais, a utilizacdo de EAA ndo se restringe apenas a atletas amadores ou
profissionais (Hartgens e Kuipers, 2004; Angoorani e Halabchi, 2015), homens
(Darke, Torok e Duflou, 2014) e mulheres (Malarkey et al., 1991; Onakomaiya e
Henderson, 2016) adultos, cada dia mais jovens sdo 0s usuarios, muitas vezes ainda
em processo de formacao ou desenvolvimento (Miller et al., 2005).

Levantamento realizado nos Estados Unidos verificou que, aproximadamente,
4 a 6% dos estudantes universitarios do sexo masculino e 1 a 2% do sexo feminino
utilizam EAA (Bahrke e Yesalis, 2004), com aumento significativo principalmente em
frequentadores de academias que iniciaram 0 uso com mais ou menos 15 anos de
idade (Evans, 2004). Em 2010, monitoramento com 15.100 adolescentes realizado
pelo Instituto Nacional de Saude nos EUA encontrou prevaléncia de 2,5% no uso de
EAA para o sexo masculino (Terry-McElrath et al., 2013). Em paises da Europa essa

prevaléncia variou entre 2 a 4%, por adolescentes de 16 anos que utilizaram EAA
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alguma vez na vida (Kokkevi et al., 2008). Estudo realizado pelo Centro Brasileiro de
Informacdes sobre Drogas Psicotrépicas (CEBRID), sobre a utilizacdo de EAA no
Brasil, evidenciou que 1,4% dos estudantes do ensino fundamental e médio das
escolas publicas e privadas utilizaram estes horménios ao menos uma vez na vida, e
gue em relacao a estudo anterior ocorreu um aumento de 40% na utilizacao.

A utilizacdo em doses supra fisiologicas dos EAA, em doses de 10 a 100
vezes maiores que a recomendada clinicamente, pode desencadear diversos efeitos
colaterais, muitas vezes graves e irreversiveis, principalmente por ser dose e tempo
dependentes, (Wu, 1997; Calfee e Fadale, 2006; Frati et al., 2015). Dentre os
principais efeitos conhecidos em humanos pela utilizacdo de EAA, destacam-se em
homens a infertilidade e impoténcia, atrofia testicular, ginecomastia e tumor na
préstata (Sondergaard, Thune e Gustafsson, 2014). Em mulheres, ocorre mudanca
nos padrdes sexuais caracterizados por masculinizacdo, aumento do clitoris,
engrossamento vocal e irregularidade menstrual (Wu, 1997; Olivares et al., 2014).
Além destes ja citados, outros efeitos sao evidenciados, independentemente do sexo
do usuério, como tumores no figado (Stimac et al., 2002), calvicie, fechamento das
epifises, (Yesalis et al., 1993), alteracdo nos niveis lipidicos (Kuipers et al.,1991),
alteracdo de humor (Gruber e Pope, 2000) e complicacBes cardiovasculares

(Kuipers et al., 1991; Wu, 1997; Fineschi et al., 2001).

1.2.2 Influéncia dos EAA no sistema cardiovascular

O sistema cardiovascular, em especial o coracdo sofre muita influéncia da
utilizacdo de EAA, como esperado, uma vez que RA estdo presentes no coracao
(Mash et al., 1998). Estudos investigando a ligacdo da testosterona a receptores
intracelulares forneceu a primeira evidéncia da presenca de RA nos ventriculos

(McGill et al., 1980; Lin, McGill e Shain, 1981). Outros estudos demonstraram que 0



29

MRA estd presente em cardiomiocitos isolados a partir de homens e mulheres,
assim como em cardiomiocitos de ratos (Marsh et al., 1998). A presenc¢a dos RA no
coracao tem gerado interesse cientifico em entender o papel destes hormdnios na
funcdo miocardica. Além disso, séo relatados na literatura diversos efeitos deletérios
do uso abusivo de EAA sobre o sistema cardiovascular, como alteracbes na
eletrofisiologia cardiaca promovendo arritmias (Sullivan, Martinez e Gallagher, 1999;
Medei et al., 2010), hipertrofia cardiaca (Andrade et al., 2008; Hassan, Salem e
Sayed, 2009; Franquni et al., 2013; Neves et al., 2013), cardiomiopatia dilatada,
infarto agudo do miocardio e até morte subita (Fineschi et al., 2007).

O remodelamento cardiaco (RC), caracterizado pela deposi¢do de colageno e
hipertrofia, € uma das alteracdes caracteristicas da utilizacdo de hormbnios
esteroides (Fanton et al., 2009; Franquni et al., 2013), sendo uma alteracdo na
expressao génica em resposta a uma agressdo ou estimulo externo, que gera
alteracOes estruturais no miocéardio, com alteracées morfolégicas e funcionais do
coracao (Cohn, Ferrari e Sharpe, 2000). Considerado um mecanismo de adaptacéo
a sobrecarga hemodinamica, para que o cora¢do possa manter seu funcionamento
adequado frente ao aumento pressoérico, porém, dependendo das caracteristicas
deste remodelamento, pode ser considerado um fator de risco para complicacdes
cardiacas (Olivetti et al., 2000; Kaplan, 2001).

O remodelamento pode ser uma condicdo fisioldgica ou patoldgica,
dependendo do estimulo sobre a célula alvo, como acontece nos cardiomiécitos, que
estdo particularmente envolvidos no processo de remodelamento do coracdo (Cohn,
Ferrari e Sharpe, 2000). O aumento da carga hemodinamica causada pelo exercicio
faz com que o coracdo sofra resposta hipertréfica, tendo como atributo sua

expansdo pela sintese de novas proteinas contrateis e pela montagem de novos
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sarcoOmeros (Wakatsuki, Schlessinger e Elson, 2004). Isso aumentara o tamanho e a
forca contratil dos cardiomiécitos de forma homogénea, sendo considerada uma
forma de remodelamento fisiologica (Weber, 2000b). Em situacbes em que o
coracdo estd sujeito a condicdes de sobrecarga cronica, como no infarto do
miocardio, uma forma ndo homogénea de remodelamento ocorre, com presenca
desproporcional de colageno, sendo considerado patoldgico (Fuster et al., 2001,
Mihl, Dassen e Kuipers, 2008).

O colageno cardiaco € sintetizado principalmente pelos fibroblastos, e sua
producdo pode provocar fibrose, que causa aumento da rigidez do miocérdio,
interferindo no preenchimento sanguineo do coracdo (Volders et al., 1993;
Matsubara et al.,, 2000; Janicki e Brower, 2002). Os tipos de colagenos
predominantes no coracdo séo os fibrilares, tipo | e Ill (Matsubara et al., 2000;
Janicki e Brower, 2002). Tipos de colageno diferem estruturalmente, principalmente
em relacdo ao diametro das fibras, no alinhamento e no grau de entrelagamento
(Montes, 1996). O colageno tipo | apresenta fibras maiores com fibrilas mais
grossas, conferindo mais resisténcia a tracao, ja no colageno tipo Ill a resisténcia é
menor devido as fibras apresentarem menor diametro com fibrilas mais finas
(Montes, 1996; Ricard-Blum, 2011).

Fisiologicamente, o ventriculo esquerdo de um adulto normal possui
aproximadamente 2% de colageno (Weber, 1989), aumento nesta concentracéo
pode alterar as propriedades mecanicas do coracao (Shirwany e Weber, 2006). A
fibrose intersticial no miocéardio ocorre pela deposicdo exacerbada de colageno tipo |
e lll, com predominancia do tipo | que contribui para rigidez do miocardio (Weber,
1988; Jalil et al., 1989; Brilla, 1991), além de induzir a disfuncdo diastélica do

ventriculo esquerdo, bem como a heterogeneidade elétrica do miocardio, o que
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predispbe a arritmias ventriculares (Mclenachan e Dargie, 1990). Estudos revelam
gue este tipo de fibrose pode ocorrer por falha nos mecanismos controladores do
metabolismo de colageno, como aumento de fatores pro-fibréticos como o fator de
crescimento transformador B (TGF-B) e diminuicdo dos niveis de atividade de
enzimas de degradacdo do colageno (Weber, 2000b). O aumento da rigidez do
miocardio e a diminuicdo da contratilidade sdo consequéncias do remodelamento
patolégico, como na hipertrofia cardiaca hipertensiva que € um forte preditor de
insuficiéncia cardiaca (Lips et al., 2003).

Classicamente, a hipertrofia cardiaca pode ser classificada em (Figura 4): (1)
excéntrica (considerada fisiol6gica), tem como caracteristica a adicdo de sarcémeros
em série e crescimento longitudinal, com aumento do comprimento celular (Dorn,
Robbins e Sugden, 2003). (2) concéntrica (podendo ser fisiologica ou patoldgica),
identificada pela adicdo de sarcoOmeros em paralelo e crescimento lateral dos
cardiomidcitos, com pouca ou nenhuma modificacdo no comprimento celular
(Rakusan, 1998; Dorn, Robbins e Sugden, 2003). Estdo associadas a hipertrofia
concéntrica modificacbes nas propor¢cdes dos componentes intersticiais do
miocardio, como acumulo de colageno (Rothermel et al., 2000; Bueno et al., 2002).
Nem sempre a hipertrofia cardiaca concéntrica é patolégica, em determinadas
situacbes como no exercicio fisico resistido, que ocorre sobrecarga hemodinamica,
esta hipertrofia ndo resulta em prejuizo funcional do miocardio (Tanno et al., 2011).

As alteracbes moleculares hipertréficas do coracdo sdo similares as
observadas durante o desenvolvimento embrionario, portanto, acredita-se que ocorra
reinducdo do programa genético fetal na hipertrofia cardiaca (Frey et al., 2004). A
reexpressao de alguns genes caracteristicos da vida fetal, podem ser considerados

marcadores de hipertrofia cardiaca patolégica, como o do ANP em células
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ventriculares, (Silva et al., 2006), da a-actina esquelética no miocardio (Driesen et
al., 2009) e da B-miosina de cadeia pesada (B-MCP) no ventriculo (Oliveira e

Krieger, 2002).

Z Z
Sarcomero

Coracao Normal

Hipertrofia concéntrica
Sarcomeros adicionados em paralelo

Hipertrofia excéntrica
Sarcomeros adicionados em série

Figura 4. Esquema representativo da diferenciacdo dos tipos de hipertrofia cardiaca concéntrica e
excéntrica. Na hipertrofia concéntrica, os sarcomeros sdo adicionados em paralelo, enquanto na
hipertrofia excéntrica ocorre adicdo de sarcdmeros em série. Sarcomeros: espaco compreendido

entre dois discos Z. Adaptado de Garcia e Incerpi, 2008.

Os agentes estimuladores do RC podem ser fatores mecanicos e
bioquimicos, capazes de agir em receptores, canais ibnicos e nas integrinas
presentes na membrana sarcolemal que, ativando sinalizadores bioquimicos

citosolicos, desencadeiam aumento da sintese de proteinas e alteracdes na
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expressao génica (Okoshi et al., 2004). Diversos modelos experimentais reportam o
RC patologico causado pela utilizacdo de DN, com variacdes em doses e tempo de
uso, promovendo hipertrofia cardiaca concéntrica associada ao aumento da
propor¢cao de colageno e alteracdo na funcionalidade do coragdo (Tanno et al., 2011;
Andrade et al., 2011; Franquni et al., 2013), Brasil et al. (2015) evidenciaram que
tratamento com DN (20mg/Kg/semana) durante quatro semanas induziu
remodelamento cardiaco patolégico, confirmado pelo aumento de colageno
cardiaco. Franquni et al. (2013) evidenciaram que além do remodelamento cardiaco,
0s ratos machos tratados com DN (20mg/Kg/semana) desenvolveram hipertensao
em quatro semanas de tratamento. Tanno et al. (2011) observaram que ratos
tratados com DN apresentaram hipertrofia cardiaca concéntrica associada a
alteracao sistolica e diastdlica, além disso genes integrantes do periodo fetal, como

a-actina e B-MCP, estavam reexpressos no ventriculo esquerdo destes animais.

1.2.3Funcéao cardiaca

A funcdo bésica do coracdo é garantir a perfusdo sanguinea dos tecidos
periféricos e 0 aporte sanguineo para os alvéolos de modo a permitir a troca gasosa.
O funcionamento do ventriculo esquerdo inclui diversas etapas e eventos, ja bem
descritos na literatura, que resumidamente podem ser divididos em duas fases
magnas do ciclo cardiaco, as fases de contracdo e relaxamento, chamados de
sistole e diastole, respectivamente (Little, 2001) (Figura 5). O Ca?* esta diretamente
envolvido com o processo de contracdo e relaxamento cardiaco, sendo um fator
indispensavel (Bers, 2002). A unidade basica de contracdo dos midcitos cardiacos é
0 sarcomero, unidade individual delimitada em suas extremidades pelo sistema
tubular-T. (Bers, 2001; Soeller e Cannel, 2003). Os tubulos-T sdo invaginacdes

cilindricas do sarcolema (membrana das células musculares) que se estendem
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profundamente para o interior da célula e abeira-se ao reticulo sarcoplasmatico (RS)

(Brette e Orchard, 2003).
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Figura 5. Diagrama de Wiggers, mostrando os eventos do ciclo cardiaco que ocorrem no ventriculo
esquerdo. Adaptado de Mitchell e Wang, 2014.

O RS é uma organela luminal localizada ao longo do interior da célula
miocitaria, e estd envolvida na captacéo, sequestro e liberacdo de Ca?*, sendo
dividido em dois componentes principais conhecidos como RS juncional (RSJ) e RS
rede (RSR). O RSJ é a por¢cao do RS mais proxima dos tubulos-T e possui em sua
membrana receptores de rianodina tipo-2 (RyR2), que interagem com 0s canais de
Ca?* tipo-L presentes nas células dos tubulos-T (Hayashi et al., 2009; Baddeley et
al., 2009).

Durante a fase inicial de despolarizacédo do potencial de agao ocorre abertura

dos canais de Ca?* tipo-L, permitindo a entrada de Ca?* e ligacdo com os RyR2, que
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por sua vez libera Ca?* no citosol num processo dependente de Ca?* (Fabiato, 1985;
Bers e Stiffel, 1993). A contracdo muscular ocorre apds ligacdo do Ca?* a troponina
C (TnC), localizada na tropomiosina nos filamentos de actina. Apés ligacdo com Ca?*
a TnC estabiliza sua ligacdo com Troponina | (Tnl) mudando a conformacdo da
Tropomiosina, responsavel pelo bloqueio do sitio de ligacdo da miosina. Com isso,
ocorre a formacdo de pontes cruzadas de actina-miosina fracamente ligadas,
culminando na contragdo muscular (Seidman e Seidman, 2001; Dobesh, Konhilas e
Tombe, 2002).

Para que ocorra a diastole, a quantidade de Ca?* no citosol anteriormente
aumentada para o processo de contracao deve ser retirada. Existem dois principais
mecanismos envolvidos neste processo, 0 primeiro mecanismo esta relacionado
com a retirada do Ca?* do meio intracelular para o meio extracelular, e o segundo
mecanismo € a recaptacdo do Ca?* para o RS (Bassani, Bassani e Bers, 1994). O
trocador de Na*/Ca?* (NCX) é uma proteina transportadora de ions presente na
membrana plasmatica de células de animais adultos, altamente expressa em
cardiomidcitos, e é responsavel pela extrusdo do Ca?* intracelular. Em potenciais de
membrana mais hiperpolarizados, o NCX retira um ion Ca?* engquanto importa ions
de Na* (Dipolo e Beaugé, 2006). Em funcéo da troca de ions Na'/Ca?*, exercida
pelo NCX, nas células miocardicas em repouso, uma corrente despolarizante é
gerada, ocorrendo inversdo de funcdo do NCX. O fluxo invertido destes ions coopera
para a elevacdo de Ca?* intracelular na fase inicial do platd e contribui para o
aumento da contratilidade cardiaca, devido ao acimulo de Ca?" nos cardiomiécitos
(Dipolo e Beaugé, 2006). Esta inversao ocorre, pois, a movimentacédo do trocador
depende do gradiente eletroquimico do Na*, que quando aumentado no meio

intracelular pode induzir uma elevacéo intracelular de Ca?*. De modo inverso, a



36

reducdo intracelular de Na* beneficia o efluxo de Ca?*, via NCX, diminuindo a
contratilidade miocérdica (Katz, 1992). Outro componente importante na extrusao de
Ca?* é a ATPase de Ca?* do sarcolema, porém o fluxo por meio desta via é pequeno
(2-3%) em relacéo a outras vias (Bassani, Bassani e Bers, 1992).

O principal mecanismo de recaptacdo de Ca?* no RS é a SERCA, presente
preferencialmente no RSR (Bers, 2001; Hayashi et al., 2009). Estruturalmente, a
proteina SERCA é uma proteina transmembranar com 110 kDa de massa molecular,
dividida em 3 regides distintas, incluindo a cabeca citoplasmatica, hélices
transmembranares (contendo dois sitios de ligacdo de Ca?*) e as alcas luminais
(Periasamy e Kalyanasundaram 2007). A cabeca citoplasmatica do SERCA, que
esta presente em todas as isoforma da SERCA, é composta pelo dominio ativador,
dominio de fosforilagdo e dominio nucleotidico, cada um dos quais tem um papel
unico na determinacéo da funcdo da bomba SERCA (Figura 6). O dominio ativador
proporciona o agente principal para a translocacéo de Ca?*, enquanto que a hidrélise
de ATP ocorre na interface entre o dominio de nucleotideo e o dominio de
fosforilagdo (Toyoshima e Inesi 2004). SERCA é codificada por uma familia de trés
genes, SERCAL, 2 e 3, que codificam diversas isoformas. Foram identificadas mais
de 10 diferentesisoformas da SERCA e estas isoformas contribuem em
propriedades fisiologicas especificas no tecido na qual sdo expressas (Periasamy e
Kalyanasundaram, 2007). A isoforma SERCA-2a é a principal isoforma cardiaca e é
também responsavel pela contracédo lenta no musculo esquelético (Wu et al., 1995),
presente em ambos estagios de desenvolvimento cardiaco, adulto e neonatal em
ratos (Lompré et al., 2006). Modelos experimentais utilizando manipulacdo genética
da expressdo SERCA-2a evidenciaram alteragcdes na funcdo contratil cardiaca

(Hajjar et al., 1998; Periasamy et al., 1999).
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Figura 6. Estrutura da bomba do reticulo sarcoplasmético ATPase 2 (SERCA-2a) em diferentes
concentracdes de calcio (Ca?*) citosdlico. Em concentracbes baixas de Ca?* citosélico a SERCA-2a
apresenta-se com atividade reduzida, devido a ligagdo com a fosfolambam (PLB). Concentracdes
elevadas de Ca?* promovem a fosforilagido da PLB, que resulta em maior atividade da SERCA-2a,
tendo como efeito a receptagdo aumentada de Ca?* no reticulo sarcoplasmatico (RS). Figura do

acervo do LHE, elaborada por Andrews Marques do Nascimento, 2017.

A atividade aumentada da SERCA-2a no coracdo aumenta a capacidade de
contracdo e relaxamento cardiaco, enquanto a diminuicdo de sua atividade prejudica
estes parametros e pode resultar em cardiomiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca
(Haghighi et al., 2001). O bombeamento de Ca?* pela SERCA-2a é influenciado por
proteinas como a fosfolambam (PLB) ou a sarcolipina (SLN), homologas e membros
da mesma familia de genes (Odermatt et al., 1997).

A PLB é uma proteina transmembrana de 52 aminoacidos que inibe as

moléculas de SERCA-2a por diminuir a sua afinidade por Ca?*, por exemplo, em
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situacbes que a concentracdo citosélica de Ca?* esta baixa (Periasamy et al., 2008).
As interacdes inibitérias da PLB sobre a SERCA, sao interrompidas pela fosforilacédo
de PLB, que dissocia a PLB da SERCA-2a, como acontece em concentracdes
elevadas de Ca?* (Bers, 2001). Situacdes em que o Ca?* encontra-se elevado ocorre
ativacdo da Ca?*-calmodulina quinase tipo 2 (CaMKIl), uma proteina quinase
especifica para serina/treonina que fosforila PLB no residuo treonina-17 (Bhupathy
et al., 2007). Outro mecanismo de regulacdo PLB ocorre em resposta a estimulacao
e ativacdo adrenérgica da proteina quinase A (PKA) (Tsien, 1977; Levitzki, 1988).
Mais especificamente, o PLB é fosforilado por PKA no residuo de serina 16 para
aliviar a inibicAo de SERCA-2a, e assim, aumentar as taxas de contragdo e
relaxamento no musculo cardiaco (Koss et al., 1995; MacLennan e Kranias, 2003). A
fosforilacdo de PLB na serina-16 pela PKA ou treonina-17 por CAMKIlI aumentam a
atividade de SERCA-2a em 2 a 3 vezes, acelerando o processo de relaxamento e
contribuindo para os efeitos relaxantes da alta concentracdo de Ca?* intramuscular e
estimulacdo adrenérgica (Koss et al.,, 1995; MacLennan e Kranias 2003). Para
encerrar a fase de contracdo do ciclo cardiaco, ocorre dissociacdo do Ca?* das
proteinas contrateis e captacdo deste ion pelo RSR, restaurando os valores de Ca?*
a niveis diastolicos (Figura 7) (Winslow et al., 2016). Em situacdes de insuficiéncia
cardiaca ou hipertrofia cardiaca patoldgica a expressdo da SERCA-2a é reduzida e a
troca de Na*/Ca?* pelo NCX é aumentada (Hasenfuss, 1998), de modo que esses
sistemas contribuem mais igualmente para o declinio da concentracdo de Ca?*
citosélico (Bers, 2001; Pogwizd et al., 2001). Esta reducédo no teor de Ca?* no RS,
limita sua liberagcéo no ciclo cardiaco posterior, e esta pode ser uma causa central do
déficit contratil sistolico (Bers, 2001). A hipertrofia patoldégica pode aumentar a

duracdo do tempo de relaxamento do ventriculo esquerdo e provocar alteragdes no
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metabolismo do calcio, além de promover alteracbes na expressdo génica de
proteinas contrateis como a SERCA-2a (Nadal-Ginard e Mahdavi, 1989; Parker e

Schneider, 1991).
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Figura 7. Transporte de Ca?" em midcitos ventriculares. Base molecular e estrutural relacionada
com 0 mecanismo basico excitacdo e contracdo cardiaca. Trocador bomba do reticulo
sarcoplasmatico ATPase 2 (SERCA-2a); Fosfolambam (PLB); Reticulo Sarcoplasmatico (RS);
Trocador de Na*/Ca?* (NCX); Receptores de Rianodina tipo-2 (RyR2); porcdo do RS Juncional
(RSJ); porcao do RS Rede (RSR); Potencial de Acao (PA); Troponina C (TnC); Troponina | (Tnl);
Proteina Quinase A (PKA); calmodulina (CAM). Figura do acervo do LHE, elaborada por Andrews

Marques do Nascimento, 2017.

Portanto, mecanismos que aumentam o conteudo total de PLB ou a sua
fosforilacdo s@o essenciais na regulacdo da atividade de SERCA-2a no coragéo, e
alteracdes em longo prazo nas interagdes entre PLB e SERCA-2a poderiam explicar

algumas das anormalidades no Ca?* em complicacdes cardiacas (Hajjar et al., 1998;
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Minamisawa et al., 1999). Estudos revelam a influéncia dos EAA, por meio do
mecanismo ndo gendmico e gendmicos, promovendo alteracdes no Ca?* intracelular
em cardiomidécitos, culminando em hipertrofia destas células. Evidéncias sugerem
gue o uso cronico de EAA geram uma resposta gendmica que leva ao aumento da
expressdo dos canais de Ca?* do tipo-L (Er et al., 2009). Perspectivas adicionais
sobre a implicacdo destes efeitos dos EAA sobre a expressao génica e respostas

gendmicas em longo prazo sao necessarias.

1.2.4Exercicio fisico

O exercicio fisico de qualquer natureza promove efeitos benéficos para a
saude, pois retira o organismo da homeostase, proporcionando aumento na
demanda energética da musculatura e do organismo em geral (Brum et al., 2004). A
atividade fisica exercida com assiduidade é capaz de influenciar positivamente o
sistema cardiovascular, sendo considerado uma ferramenta ndo farmacoldgica na
prevencdo e tratamento de complicacbes cardiacas (Mann e Rosenzweig, 2012;
Rodrigues et al., 2014). Na Década de 70, Mcelroy et al. (1978) ja evidenciavam que
a pratica regular de exercicio fisico era capaz de promover cardioprotecdo. Na
atualidade, sabe-se que varias alteracdes adaptativas promovidas pelo exercicio
fisico sdo responsaveis pela cardioprotecdo, e estédo relacionadas com a melhora da
funcdo cardiaca (Chaves et al., 2006; Ellison et al., 2012). Dentre elas tem destaque
a hipertrofia cardiaca fisioloégica (Ellison et al., 2012; Weiner e Baggish, 2012),
indug@o de oxido nitrico sintase, aumento da atividade de enzimas antioxidantes
(Pinho et al., 2010), reducgéo da presséo arterial (Moraes et al., 2012a) e reducéo da
area de infarto (Brown et al., 2003). A estrutura miocéardica € remodelada em funcao

do tipo de treinamento fisico, por meio de um aumento equilibrado da massa
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miocardica, que engloba hipertrofia miocitaria e neoangiogénese (Shephard e
Balady, 1999). A hipertrofia cardiaca induzida pelo exercicio tem como
caracteristica o crescimento fisiologico do coracdo e esta associada a estrutura
cardiaca normal com funcdo mantida ou melhorada, sem aumento na deposicéo de
colageno (Mihl, Dassen e Kuipers, 2008; Weeks e McMullen, 2011). No entanto,
dependendo do protocolo de treinamento utilizado algumas complicaces cardiacas
podem estar associadas, como a arritmias cardiacas e morte subita (Wight e Salem;
Hart, 2003).

O exercicio fisico pode ser classificado como resistido (conhecido também por
estatico ou isomérico) ou de resisténcia (também denominado dinamico ou
isotbnico). O exercicio resistido € muito praticado por atletas de musculacéo,
halterofilistas, onde a for¢ca € aplicada com pouco ou nenhum movimento. J& no
exercicio de resisténcia a atividade realizada € isotbnica, como em corrida, natacéo
e ciclismo, que promovem aumento do débito cardiaco devido ao aumento na
frequéncia e volume sistélico (Revisado por Fernandes, Soci e Oliveira, 2011).

Dependendo do tipo de exercicio fisico praticado, resistido ou de resisténcia, as
modificagbes adaptativas do coracdo podem divergir, pois existem variagbes da
carga hemodinamica exercida sobre o coracdo. Normalmente, o exercicio esta
associado a hipertrofia cardiaca fisiolégica concéntrica e excéntrica, caracterizada
por um perfil uniforme de parede ventricular e crescimento do septo (Pluim et al.,
2000; Dorn, 2007).

Em geral, os atletas praticantes de treinamentos de resisténcia apresentam
aumento na espessura da parede ventricular esquerda e dilatacao significativa do
ventriculo esquerdo, caracteristico da hipertrofia excéntrica. Por outro lado, atletas

treinados em forca desenvolvem hipertrofia concéntrica, exibindo espessamento das
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paredes ventriculares esquerdas, com dilatacdo ventricular esquerda de leve a
moderada. Os atletas que combinam os treinos de resisténcia com forga; exibem
maior grau de dilatagcdo ventricular esquerda e com espessamento significativo da
parede do ventriculo (Revisado por Fernandes, Soci e Oliveira, 2011).

Atletas que utilizam EAA buscando melhorar o desempenho fisico ou estética
corporal, geralmente associam o consumo destas substancias ao treinamento de
forca ou ao exercicio fisico anaerobio (Grogan et al., 2006). Em geral esta
associacdo se mostra prejudicial para o organismo, principalmente quando o
exercicio praticado é resistido (Cunha et al., 2005; Tanno et al., 2011). Vale
ressaltar que no presente estudo o protocolo de treinamento fisico utilizado foi de
alta intensidade (resistido), capaz de mimetizar em animais situacdes que ocorrem
em humanos nas academias, que muitas vezes praticam exercicios sem respeitar
seus limites e associam ao uso de doses supra fisiolégicas de EAA. Stolt et al.
(1999) descreveram que usuérios de altas doses de EAA, que associaram a prética
de exercicios fisicos resistidos, desenvolveram hipertrofia ventricular esquerda
patolégica, associada a aumento do intervalo QT, normalmente relacionada com
arritmias com possivel evolucdo para morte subita. Tanno et al. (2011)
evidenciaram que a associacdo de DN com exercicio de forca foi capaz de
hipertrofiar o coracdo, causando ainda, deposicdo de colageno e transcricdo de
genes fetais marcadores de dano cardiaco. Foram relatadas elevagdes na pressao
sistdlica e diastélica como resultado da administracdo de altas doses de EAA
(Riebe et al., 1992; Grace et al., 2003). Lima et al. (2015) além da hipertrofia
cardiaca com deposicao de colageno, relatou desenvolvimento de hipertensdo e
desbalanco em citocinas relacionadas com a inflamacéo. Diversos outros estudos

relatam efeitos cardiovasculares negativos desta associagdo, como apoptose no
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tecido cardiaco, prejuizo na angiogénese, aumento de caspase-3 (Hassan e Kamal,
2013) e morte subita (Frati et al., 2015).

Como descrito anteriormente, € bem relatado na literatura que o exercicio
fisico quando realizados com frequéncia se mostra benéfico para o sistema
cardiovascular, no entanto, em relagdo ao exercicio resistido, modelo empregado
no presente estudo, pouco se sabe sobre as respostas cardiovasculares
desencadeadas (Barauna et al., 2005), sobretudo no que se refere a associacao
com o uso de doses abusivas de EAA. Existe uma clara preocupac¢do com o uso de
EAA tanto por homens quanto por mulheres (Braunstein, 2007; Sirianni et al.,
2012), porém nao houve estudos avaliando a influéncia dessas substancias sobre a
contratilidade cardiaca em fémeas. Portanto, a hipétese deste estudo é que a
utilizacdo do DN pode interferir na fungéo cardiaca por alterar a regulacao citosélica
de Ca?*. Adicionalmente, visto que existem efeitos cardioprotetores do exercicio, é

possivel que a associacdo com DN interfira nos efeitos do exercicio.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar

a contratilidade do ventriculo esquerdo em ratas jovens, apos

tratamento cronico e em alta dose de Decanoato de nandrolona, submetidas ou

nao a atividade fisica resistida.

2.2 Objetivos especificos:

Avaliar o efeito do tratamento com Decanoato de nandrolona e/ou exercicio

fisico resistido na:

v
v

Pressao e a frequéncia cardiaca;

Press0des intraventriculares e derivadas de pressao;

Hipertrofia cardiaca,;

Area de deposicéo de colagenos no coracéo (fibrose cardiaca);
As expressoes proteicas da SERCA-2a, da PLB, da p-PLB e do

trocador Na*/Ca?*.
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3 METODOS

3.1 Animais experimentais

Para realizagdo deste estudo, foram utilizadas ratas Wistar (Rattus
novergicus), pesando inicialmente entre 180-200g e com idade aproximada de dois
meses. Os animais foram cedidos pelo Biotério Central da Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES), mantidos em gaiolas individuais de polipropileno, com
umidade e temperatura (22°C) controlada, e ciclo claro-escuro de 12h. Os animais
tiveram acesso a agua e comida (Purina Labina, SP-Brazil) ad libitum. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos de
experimentacdo animal, descritos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA; BRASIL, 2013) e aprovados pela Comisséo de

Etica para uso de Animais da UFES (CEUA-UFES: 031/2012).

Os animais foram separados em 4 grupos experimentais, de acordo com o

protocolo de tratamento ao qual foram submetidos (Figura 8):

v' C (n=7), animais tratados com veiculo, 6leo de amendoim (intramuscular,
I.M.) duas vezes por semana, e ndo submetidos a exercicio fisico;

v. CE (n=7), animais tratados com o veiculo, éleo de amendoim
(intramuscular, 1.M.) duas vezes por semana, e submetidos ao protocolo
de exercicio resistido (ER), 5 vezes por semana;

v' ND (n=7), animais tratados com Decanoato de nandrolona (DN; Deca

Durabolin®

, Organon, S&o Paulo) na dose de 20 mg/kg por semana (I.M.)
divididos em duas aplicacfes por semana, ndo submetidos a exercicio

fisico resistido;
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v NDE (n=7), animais tratados com DN (Deca Durabolin®

, Organon, Séo
Paulo) na dose de 20 mg/kg por semana (I.M.) divididos em duas
aplicacdes por semana, e submetidos ao exercicio fisico resistido. Todos
0s protocolos de tratamento foram mantidos por 4 semanas. Os

experimentos foram realizados em prazo maximo de 5 dias apés a ultima

dose de DN.

C

ND

ND
(n=7) i (n=7)
Vv

Y%

(n=7)

v

Oleo de Amendoim Oleo de Amendoim Decanoato de nandrolona Decanoato de nandrolona
Sedentario Exercicio resistido (20 mg/kg por semana) (20 mg/kg por semana)
(5x semana) Sedentario Exercicio resistido

(5x semana)

Figura 8 Representacdo da divisdo dos grupos experimentais.

3.2 Exercicio fisico resistido

O protocolo de exercicio fisico resistido foi realizado de acordo com o
descrito por Voltarelli, Gobarro e Mello (2002), com modificagdes (Figura 9). De
maneira resumida, uma semana antes do inicio do protocolo experimental, os
animais foram adaptados ao meio liquido, sendo mantidos em um recipiente
cilindrico com agua aquecida (31° C £ 1), por 60 minutos sem, entretanto, serem
submergidos. Apdés a adaptacdo, iniciou- se o protocolo de treinamento que
consistia em seis sessdes de saltos, com anilhas de chumbo acoplado ao térax do
animal, equivalente a 40% da massa corporal, onde esses eram incentivados a
saltar em um recipiente com agua pré-aquecida (31° C + 1), contendo trés vezes
sua altura, por 30’ seguidos de 30’ de descanso. Apds esse treino, os animais
foram mantidos em descanso por nove minutos e retornaram ao exercicio fisico

com carga reduzida (30% da massa corporea), durante oito sessbées de 60’
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treinando, seguido de 30’ de descanso, com contagem de saltos por minutos
durante todas as sessdes. Ao final do procedimento, foram retirados 20 pL de
sangue da ponta da calda dos animais para dosagem de lactato sanguineo medido
com o auxilio de um lactimetro. O exercicio fisico resistido foi realizado cinco

vezes por semana durante quatro semanas (Cunha et al., 2005).

>\

€ 1. Adaptagao

o L Duragéo: 7 dias (60 minutos/dia)
2\ l Temperatura da agua: 31°C

woQ}

4

2. Treinamento

Duracéo: 4 semanas (5 vezes/semana)

12 parte: 6 sessoes de saltos (carga: 40% do peso)
Descanso de 9 minutos fora da agua

22 parte: 8 sessoes de saltos (carga: 30% do peso)

50cm

3. Dosagem de lactato
20 uL de sangue retirado da ponta da calda

Lactimetro

Figura 9: Representacdo do modelo experimental de exercicio fisico resistido. Figura do acervo do
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LHE, elaborada por Andrews Marques do Nascimento, 2017.

3.3 Avaliacéo do ciclo estral pelo esfregaco vaginal
Os animais foram submetidos a avaliagdo do ciclo estral, com o objetivo de

verificar a ciclicidade normal e fase das ratas, uma semana antes da realizacao
dos experimentos, que por sua vez, s6 foram realizados quando as ratas dos

grupos C e CE estavam no proestro (Marcondes, Bianchi e Tanno, 2002).

Para este procedimento, 20 uL de solucdo salina (NaCl 0,9%) foram
inseridos na cavidade vaginal das ratas com o auxilio de uma micropipeta, o
conteudo vaginal foi coletado e aplicado a uma lamina de vidro com 50uL de
solucdo de lugol, e posteriormente, foi analisado em microscépio 6tico binocular

(Leica DM/LS, Leica — Germany) (Vilela, Santos Junior e Silva, 2007).

A determinacao do ciclo foi realizada por meio da observacéo da presenca e
predominéancia de células nucleadas, escamosas e leucdcitos, e classificadas em
estro, diestro I, diestro Il e proestro (Figura 10). Estro: queda da producao
estrogénica e, na andlise da citologia observa-se apenas células escamosas;
Diestro |, também chamado de metaestro: quando se observa presenca de células
nucleadas, escamosas e leucocitos em igual quantidade; Diestro Il: com presenca
de células nucleadas e leucdcitos a observacdo microscopica; Proestro: auge da
producdo estrogénica, quando apenas células nucleadas sdo vistas na analise

microscopica (Marcondes, Bianchi e Tanno, 2002).
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Esfregago vaginal de ratas nas fases do ciclo estral

Figura 10: Representacdo da variacdo hormonal durante o ciclo estral e esfregaco vaginal em
microscépio 6tico (aumento 40x) A- Metaestro ou Diestro | caracterizada por um pouco das 3 células.
(Células Nucleadas, Epiteliais e Leucdcitos). B- Diestro II- caracterizada por infiltrado leucocitario. C-
Proestro — caracterizada por presenca predominante de células nucleadas. D- Estro — caracterizada
por presenca predominante de células epiteliais. Figura do acervo do LHE, elaborada por Andrews

Marques do Nascimento, 2017.

3.4 Avaliacdo da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)

Para a avaliacdo da pressdo arterial média e frequéncia cardiaca, foi
realizada a cateterizacdo da artéria e veia femorais. Previamente, os animais
foram anestesiados com Quetamina e Xilasina (100/10 mg/kg; I.P.) e uma incisédo
na regido inguinal foi realizada para o isolamento do plexo vasculo-nervoso,
possibilitando a cateterizacdo da artéria e veia femoral, respectivamente, utilizando
cateteres de polietileno (PE10 acoplado a PES0, Clay Adans, USA). Os cateteres
foram mantidos preenchidos com solucdo salina (NaCL 0,9%) e ocluidas com
pinos de acgo inoxidavel. O cateter arterial femoral esquerdo foi conectado a um

transdutor de pressao (Grass Instrument Div., Warwick, NY, USA; Model PT 300) e
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os valores de registro da presséao arterial média (PAM), e frequéncia cardiaca (FC)
foram obtidos, apdés 24h do procedimento de cateterizacdo, por meio de um
sistema computadorizado e um programa para aquisicdo de dados biologicos

®

(Biopac System™; MP100, Santa Barbara, CA, USA) (Franquni et al., 2013).

3.5 Avaliacéo da funcéo ventricular esquerda

ApoOs a mensuragdo da PAM e da FC, os animais foram anestesiados com
Quetamina e Xilasina (100/10 mg/kg; I.P.). A funcéo ventricular esquerda (VE) dos
animais foi avaliada como previamente descrito por Wang et al.,, (2003).
Resumidamente, a artéria carotida direita foi separada do tecido conjuntivo e
cateterizada com um cateter de polietileno (PE50) preenchido com solucéo salina
(NaCL 0,9%)(Figura 11). O cateter foi ligado a um transdutor de pressao acoplado a
um sistema de aquisicdo de dados (modelo MP100-CE, Biopac Systems, Santa
Barbara, CA, EUA). Apés 15 minutos de estabilizacdo, foram registadas as
pressodes arteriais sistolica e diastélica. O cateter foi entdo introduzido no ventriculo
esquerdo para afericdo dos parametros funcionais do ventriculo esquerdo, sendo

eles:

v' Valores maximos da primeira derivada da pressdo ventricular esquerda

(+dP/dtmax), que € a taxa maxima de aumento da presséo ventricular;

v" Valores minimos da primeira derivada da pressao ventricular esquerda (-

dP/dtmin), que é a taxa de decaimento da pressao ventricular;

v' Constante de tempo do relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo

(Tau).

Seguindo este procedimento, o cateter foi retirado do ventriculo esquerdo, e a
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pressdo arterial foi medida novamente para determinar se ocorreu dano a valvula
aortica. Os dados foram analisados utilizando o software LabChart, versdo 7 (AD

Instruments, Castle Hill, Australia).

Figura 11: Representagéo esquemética da cirurgia de canulacéo do ventriculo esquerdo por meio da

artéria carotida direita. Adaptado de Smith e cols., 1979).

3.6 Retirada dos tecidos e analises histoldgicas

Apés a avaliacdo da contratilidade cardiaca no ventriculo esquerdo, o0s
animais foram eutanasiados por decapitacdo, o sangue foi recolhido e a cavidade
toracica exposta, onde foi possivel exteriorizar o coracdo e posteriormente realizar

a separacao do atrio direito (AD) e dos ventriculos.

Os animais tiveram o coracdo lavado em solucdo salina, foram secos e
pesados. Os ventriculos foram armazenados em solucdo de formol (10%)

tamponado para as analises histoldgicas.
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Apo6s 24h em solucdo de formol, os tecidos cardiacos foram processados,
incluidos em parafina e cortados em microtomo manual rotativo (LEICA), com
espessura de 5 um. Posteriormente o0s tecidos foram corados com
hematoxilina/eosina (H&E) e Picrosirius red (Sirius Red), para avaliacdo de

hipertrofia cardiaca e deposicao de colageno, respectivamente.

Para analise morfométrica dos 6rgaos, 10 campos por laminas de cada

animal foram fotografados, com o auxilio de um software de obtencao de imagens

(Motic Cam Plus®), no aumento de 400X e o numero de ndcleo de midcitos por

campo e a area do ndcleo de miécitos foi compilada utilizando o software livre

Image J®, assim como o percentual de colageno tipo I, sob a luz polarizada, foi
obtido em cada grupo de tratamento (Tachaudomdach et al., 2015; Franquni et al.,

2013).

3.7 Dosagem dos niveis plasméticos de 17B-Estradiol (E2) e Testosterona

O sangue dos animais, foi levado a centrifuga (3000 rpm, 4° C, 15 minutos)
para a separacédo do soro e congelado (-80° C) até o momento do uso. As analises
bioguimicas para a determinacdo de testosterona e E2 foram realizadas por meio
de kits de ensaio imunoenzimatico (ELISA) sendo estes: AccuBind™ Testosterone
EIA Test System Cod: 3725-300 e AccuBind Estradiol (E2) ELISA Cod: 4925-300

(Monobind Inc., EUA).

O teste se baseia no principio de ligagdo competitiva entre o E2 ou
Testosterona da amostra, que conjugam com peroxidase (fornecido pelo kit), por
uma quantidade constante de anticorpo anti-estradiol ou testosterona de coelho.
Os complexos formados s&o capturados por anticorpos de cabra anti-lgG de

coelho impregnado nas cavidades da placa de ensaio. Apds o tempo de reacao e
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lavagem, o substrato é adicionado e incubado resultando no desenvolvimento de
coloracdo azul que € inversamente proporcional a concentracdo plasmatica dos
hormonios.

3.8 Determinacao dos niveis proteicos por Western blot

A técnica utilizada para deteccdo da expresséo das proteinas SERCA-2a, PLB,
p-PLB (fosfo-treonina-17-fosfolambam; p-Thrl7-PLB) e Trocador NCX no ventriculo
esquerdo foi a de western blot, sendo utilizado o sistema descrito por Laemmli
(1970).

Oitenta miligramas de tecido do ventriculo esquerdo foram homogeneizados em
tampé&o de lise (100 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de Tris-base, 5 mmol/L de EDTA, 2
Na, 50 mmol / L de NasP207.10H20, 1 mmol / L de MgClz, 1% de Nonidet P40, 0,3%
de Triton x-100 e 0,5% de desoxicolato de sédio, pH = 8), contendo inibidor de
protease (Sigma Fast, Sigma, EUA) e inibidores de fosfatase (20 mmol/L de NaF, 1
mmol/L de NasVOi). As proteinas totais foram medidas pelo método de Bradford
(Bradford, 1976). Cinquenta microgramas de proteina foram diluidos em tampé&o (5x
- 2M Tris, pH = 6,8, 20% glicerol, 30% SDS, 25% mercaptoetanol, 0,1%
Bromophenol Blue) e foram separados por eletroforese usando SDS-PAGE. As
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Millipore, MA, EUA).
Apo6s incubacgdo com solucdo de bloqueio (Tris 20 mM, NaCl 150 mM pH 7,6, Tween
a 0,05% e albumina a 4%), as membranas foram incubadas a 4°C, durante a noite
com anticorpos especificos primarios: anti-SERCA-2a ([1:2500 , Abcam, Cambridge,
MA, EUA), anti-PLB ([1: 1000], Abcam, Cambridge, MA, EUA), anti-p-Thr17-PLB ([1:
1000], Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-NCX ([1: 1000], Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA) e anti-gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH)

([1:3000] Santa Cruz Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA). Em seguida, as
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membranas foram lavadas (5 min trés vezes) e incubadas durante duas horas com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase (HRP) [1:15.000]: anti-lgG mouse
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) anti-IgG goat (Milipore, Bedford, EUA) e anti-
IgG rabbit (Milipore, Bedford, EUA). As bandas imunorreativas foram detectadas com
uma reacgdo de quimioluminescéncia utilizando substrato de peroxidase (Luminata
HRP Substrate-Millipore) e depois foram expostas a uma pelicula de raios X. A
andlise densitométrica foi avaliada utilizando o software ImageJ, versdo 1.48
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). Em cada ensaio experimental
fez-se a normalizacdo em relacdo ao controle, sendo GAPDH para SERCA-2a, PLB
total e NCX, com vista a diminuir os possiveis erros associados as variacbes nas
concentragcfes das proteinas. Para andlise do p-Thrl7-PLB foi realizado a razao p-

Thrl7-PLB/PLB total. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (UA).

3.9 Anaélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6
(Graph Pad Software, La Jolla, CA — USA). A comparacdo entre as médias foi
avaliada utilizando analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste
post hoc de Tukey. Para os horménios as diferencas entre as médias foram
determinadas por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste post
hoc de Newman-Keuls. As diferencas entre as médias foram consideradas

significantes quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1. Avaliacdo dos parametros ponderais

Ao longo do experimento a massa corporal dos animais experimentais foi
medida. Na tabela 1, encontram-se os resultados obtidos em relacdo as massas
finais nos grupos controle (C), tratado com decanoato de nandrolona (ND), grupo
controle submetido a exercicio fisico resistido (CE) e grupo tratado com decanoato
de nandrolona com associacdo de exercicio fisico resistido (NDE). No inicio do
tratamento ndo houve diferenca significativa nas massas corporais dos animais entre
0s grupos (C: 201+2; ND: 202+4; CE: 203+3; NDE: 203+5 g). Porém, ao final do
periodo experimental os animais tratados com decanoato de nandrolona (grupos ND
e NDE) apresentaram um aumento significativo da massa corporal, quando
comparados aos grupos que nao foram tratados com decanoato de nandrolona

(grupos C e CE), independente da associa¢céo ao exercicio.

Grupo Massa corporal final (g)
C 2875
ND 323 £ 6**
CE 2799

NDE 317 + 8**

Na Figura 12 estéo representados os valores de ganho de massa corporal
dos animais, onde os animais tratados com decanoato de nandrolona tiveram um
ganho de massa maior que 0s animais nao tratados (C: 87,5t 4,3; ND:
123,6+8,6***". CE: 77,5+11: NDE: 113,9+9,8**"g, **p<0,01 em comparagao com 0

grupo C e para *p<0,05 e **p<0,01 em comparacao com o grupo CE).
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Figura 12: Ganho de massa corporal. Valores do ganho de massa corporal de ratas tratadas com
DN e/ou submetidas a exercicio fisico resistido. Os dados estdo expressos como média + E.P.M.

Para analise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via seguida de post hoc de Tukey. Os valores foram

considerados significantes para *p<0,05 e ~p<0,01.

A eficiéncia anabolica do tratamento com DN foi avaliado por meio da relacao
massa do musculo gastrocnémio pelo comprimento da tibia. Pode-se observar que o
tratamento, associado ou ndo ao exercicio fisico, promoveu aumento dessa relacao,
e que o exercicio fisico isolado néo foi capaz de promover alteracao (C: 0,44+0,023;
ND: 0,567+0,020****; CE: 0,443+0,011; NDE: 0,489+0,02*** g/cm, Figura 13;
**p<0,01 em comparacdo com o grupo C e para *p<0,05 e **p<0,01 em comparacao

com o grupo CE)
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Figura 13: Hipertrofia do Gastrocnémio. Avaliagcdo da hipertrofia muscular e eficiéncia anabolica do
DN, pela razdo massa do gastrocnémio/comprimento da tibia nos diferentes grupos de tratamento. Os
dados estdo expressos como média = E.P.M. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via

seguida de post hoc de Tukey. Os valores foram considerados significantes para *p<0,05 e **p<0,01.

4.2. Efeito da atividade fisica

A influéncia do DN sobre a eficiéncia do exercicio fisico resistido foi avaliado
pela contagem do ndmero de saltos por minuto dos animais, e revelou aumento do
namero de saltos apenas no grupo NDE (CE: 19,46 + 0,25; NDE: 21,30 + 0,20*
saltos/minuto; *p<0,05 quando comparado a CE; Tabela 3) e todos os grupos
estavam em anaerobiose, como indicou a dosagem de lactato sanguineo (CE:

10,68 + 0,9; NDE: 10,29 * 0,8; mmol/L; *p<0,05 quando comparado a CE).
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Tabela 2: Valores de lactato sanguineo e nimero de saltos por minuto dos grupos
submetidos ao exercicio fisico resistido

Grupos Lactato sanguineo NUmero de saltos por
(mmol/L) minuto
CE 10,68 + 0,9 19,46 + 0,25
NDE 10,29+ 0,8 21,30 + 0,20°

Os dados estéo expressos como média + E.P.M. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via
seguida de post hoc de Tukey. Os valores foram considerados significantes para *p<0,05 e **p<0,01.

4 3. Efeito do tratamento com decanoato de nandrolona e/ou exercicio fisico

resistido sobre os parametros histolégicos de ratas

4.3.1 Avaliacao da hipertrofia cardiaca

A hipertrofia foi avaliada microscopicamente (Figura 14), por meio da
morfometria dos cardiomidcitos, sendo observado uma diminuicdo do numero de
nacleos de midcitos por campo no animais tratados com decanoato de nandrolona
e/ou nos animais submetidos ao exercicio fisico resistido (C: 8,23 + 1,23; ND: 3,66 +
0,89™**; CE: 5,44 + 1,03"; NDE: 3,22 + 0,64"** em unidades arbitrarias, Figura 14B;
*p<0,05 e **p<0,01 em comparacdo com o grupo C e **p<0,01 em comparacdo com
o grupo CE), indicando aumento da area ocupada pelos cardiomiécitos, sugerindo
hipertrofia cardiaca. Para confirmagdo da hipertrofia, foi analisada a area dos
cardiomidcitos, que por sua vez, nos grupos tratados com decanoato de nandrolona
e/ou submetidos ao exercicio fisico, apresentaram valores aumentados em relagéo
ao grupo controle (C: 1016,14 + 46; ND: 1380,36 + 88™**; CE: 1186,08 + 58**; NDE:
1361,81 + 48™** um?, Figura 14C; **p<0,01 em comparacdo com o grupo C e
**p<0,01 em comparag¢do com o grupo CE).

Para a diferenciagdo do tipo de hipertrofia, se concéntrica ou excéntrica,
mediu-se a largura e comprimento do nudcleo dos cardiomidcitos, tendo como

resultado apenas o aumento na largura (C: 15,22 + 2; ND: 21,85 + 3™**; CE: 17,25 +
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4™; NDE: 20,78 + 3™*; um, Figura 14D; **p<0,01 em comparacédo com o grupo C e
**p<0,01 em comparacdo com o grupo CE), sem alteracdo do comprimento dos
cardiomiécitos (C: 59,72 £ 5; ND: 62,94 + 7; CE: 61,50 = 6; NDE: 62,29 + 7, um,
Figura 14E), nos animais tratados e/ou submetidos ao exercicio fisico resistido,

indicando uma hipertrofia concéntrica.
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Figura 14: Andlise histoldgica do ventriculo esquerdo para avaliagdo da Hipertrofia cardiaca.
Figuras representativas das laminas coradas com H&E usadas para a avaliacdo da morfometria

cardiaca; Painel A: imagem representativa da andlise histoldgica em aumento de 400x. Painel B:
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Representacdo grafica da contagem de nlcleo de miécitos por campo, Painel C: Representacao
grafica da area dos nicleos dos midcitos (um?), Painel D: Representacdo grafica da largura dos
nacleos dos midcitos (um), Painel E: Representacdo grafica do comprimento dos nlcleos dos
midcitos (um). Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Para analise estatistica foi utilizada
ANOVA-1 via seguida de post hoc de Tukey. Os valores foram considerados significantes para

*p<0,05 e **p<0,01.

4.3.2 Avaliacdo da deposicao de colageno no tecido cardiaco

Outro parametro histolégico avaliado no ventriculo esquerdo, foi a deposicéo de
colageno. O grupo tratado com decanoato de nandrolona apresentou uma deposi¢ao
de colageno aumentada em relacdo aos grupos ndo tratados, no entanto, a
associacdo com o exercicio fisico resistido foi capaz de reduzir a deposicdo do
colageno cardiaco (C: 2,138 + 0,52; ND: 3,505 + 0,63"**; CE: 2,231 * 0,25; NDE:
2,903 + 0,16™ %, Figura 15C; *p<0,05 e **p<0,01 em comparacdo com o grupo C e

para *p<0,05 e **p<0,01 em comparag¢do com o grupo CE).
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Figura 15: Analise histolégica do ventriculo esquerdo para avaliacdo da deposicdo de
colageno cardiaco. Figuras representativas das laminas coradas com picrossirios usadas para a
avaliacdo da deposicdo de coldgeno no ventriculo esquerdo; Painel A: imagem representativa da
analise histoldgica em aumento de 400x. Painel B: imagem representativa da analise histoldgica com
polarizagdo em aumento de 400x, Painel C: Representacdo grafica da porcentagem da area de
coldgeno depositado no tecido cardiaco. Os dados estdo expressos como meédia + E.P.M. Para
andlise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via seguida de post hoc de Tukey. Os valores foram

considerados significantes para *p<0,05 e **p<0,01.
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4.4. Efeito do tratamento com decanoato de nandrolona e/ou exercicio fisico
resistido sobre os parametros cardiovasculares e da funcao ventricular

esquerda
4.4.1. Avaliagcdo da PAM e FC

N&o foi observada alteracdo na PAM (C: 104+5; ND: 108+4; CE: 106+7; NDE:
104+7; OVXDE: 111+2 mmHg) ou FC (C: 357+17; ND: 376+10; CE: 333%15;

NDE: 343+15; bpm) em nenhum dos grupos tratados.

4.4.2. Avaliacédo da presséo sistolica do ventriculo esquerdo

A pressdo intraventricular foi avaliada no protocolo experimental e o
tratamento com DN promoveu elevacéo na pressao sistolica do ventriculo esquerdo,
nem mesmo a associacdo com o exercicio resistido foi capaz de reduzir esta
elevacdo na pressao sistolica. O exercicio fisico resistido isoladamente néo
promoveu alteracdo neste parametro (Figura 16; C: 102 £ 8; ND: 137 = 9***; CE:
104 + 8; NDE: 124 + 7** mmHg; **p<0,01 em comparacdo com o grupo C e

**p<0,01 em comparacédo com o grupo CE).
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Figura 16: Avaliacdo da presséo sistdlica do ventriculo esquerdo (PSVE). Os dados estédo
expressos como média = E.P.M. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via seguida de post

hoc de Tukey. Os valores foram considerados significantes para *p<0,05 e **p<0,01.

4.4.3. Avaliacdo da contratilidade do ventriculo esquerdo

A contratilidade ventricular esquerda foi avaliada por meio do parametro da
+dP/dtmax, representado na Figura 17, na qual o tratamento isolado com DN e a
associacdo ao exercicio fisico resistido aumentaram os valores desta derivada,
indicando uma contratilidade aumentada do ventriculo esquerdo. O exercicio fisico
resistido também elevou os valores da +dP/dtmax, porém com menor intensidade que
nos grupos tratados com DN (C: 4549,67 + 189; ND: 7174,38 + 423****; CE: 5519,03
+ 419**; NDE: 6792,58 + 314**** mmHg/s; **p<0,01 em comparagcdo com o grupo C

e **p<0,01 em comparac¢do com o grupo CE).
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Figura 17: Avaliacdo da funcao sistdlica do ventriculo esquerdo. Imagem representativa dos
valores maximos da primeira derivada da pressdo ventricular esquerda (+dP/dtmax; mmHg). Os
dados estdo expressos como média + E.P.M. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via

seguida de post hoc de Tukey. Os valores foram considerados significantes para *p<0,05 e ~ p<0,01.

4.4.4. Avaliacao do relaxamento do ventriculo esquerdo

A influéncia do tratamento com DN e o exercicio fisico resistido sobre o
relaxamento do ventriculo esquerdo, foi realizada pela analise de dois parametros
importantes, a -dP/dtmin (Figura 18A) e o Tau (Figura 18B). O tratamento com DN foi
capaz de reduzir ambos os parametro -dP/dtmin € Tau, assim como a associacao
com o exercicio fisico. O exercicio fisico resistido também reduziu os valores de -
dP/dtmin € Tau (C: 0,0229 = 0,004; ND: 0,0167 = 0,006**; CE: 0,0182 + 0,010**;
NDE: 0,0173 + 0,0016** s; **p<0,01 em comparagdo com o grupo C) porém a
reducdo em -dP/dtmin foi inferior ao tratamento com DN (C: -2810,24 + 209; ND: -

5262,74 = 123***;, CE: -3471,94 + 365**; NDE: -3582,03 + 154**** mmHg/s;
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**p<0,01 em comparagado com o grupo C e **p<0,01 em comparagdo com 0 grupo
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Figura 18: Avaliacdo da funcdo diast6lica do ventriculo esquerdo. Painel A: imagem
representativa dos valores minimos da primeira derivada da pressao ventricular esquerda (-dP/dtmin;
mmHg), Painel B: imagem representativa da constante de tempo do relaxamento isovolumétrico do
ventriculo esquerdo (Tau; segundos). Os dados estéo expressos como média + E.P.M. Para analise
estatistica foi utilizada ANOVA-1 via seguida de post hoc de Tukey. Os valores foram considerados

significantes para *p<0,05 e **p<0,01.

4.5. Avaliacdo da Expresséo das proteinas envolvidas no transiente de Ca?*
4.5.1. Expresséo proteica da SERCA-2a no ventriculo esquerdo

Na Figura 19, estéo representados os resultados da expresséo da SERCA-2a
no ventriculo esquerdo, onde apenas o tratamento com DN foi capaz de aumentar a
expressdo desta proteina (C: 0,275 + 0,002; ND: 0,534 + 0,083**##, CE: 0,293 +
0,045*; NDE: 0,196 £ 0,004; *p<0,05 e **p<0,01 em comparagdo com o grupo C,
*p<0,05 e **p<0,01 em comparacdo com o grupo CE e #p<0,05 e #p<0,01 em

comparagdo com o grupo NDE).
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Figura 19: Expressdo proteica da SERCA-2a em ventriculos esquerdos. Os dados estdo
expressos como média = E.P.M. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via seguida de post

hoc de Tukey. Os valores foram considerados significantes para *p<0,05 e **p<0,01.

4.5.2. Expresséo proteica da PLB no ventriculo esquerdo

Em relacdo a expressdo da fosfolambam no ventriculo esquerdo, foram
analisadas a PLB total (Figura 20A) e a p-Thrl7-PLB (Figura 20B). Apenas 0 grupo
submetido a exercicio fisico resistido apresentou redugcdo na expressédo da PLB, o
tratamento com DN ndo alterou a expressao desta proteina (C: 1,023 + 0,145; ND:
0,789 + 0,056; CE: 0,504 £ 0,156**; NDE: 0,688 + 0,245; **p<0,01 em comparacao
com o grupo C. A razdo da expressao da PLB fosforilada (p-Thr17-PLB) em relacéo
a PLB total se mostrou aumentada nos grupos tratados com DN, porém no grupo
CE o aumento foi superior ao grupo ND (C: 0,569 + 0,001; ND: 0,962 + 0,08*; CE:

1,432 + 0,004*#&& NDE: 0,667 + 0,256; *p<0,05 e **p<0,01 em comparag¢édo com o
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grupo C, #p<0,01 em comparacdo com o grupo ND e #p<0,01 em comparacgdo

com o grupo NDE).
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Figura 20: Expresséo proteica da fosfolambam em ventriculos esquerdos. Painel A: imagem
representativa dos valores da fosfolambam total (PLB total), Painel B: imagem representativa dos
valores de fosfolambam fosforilada (p-Thrl7-PLB). Os dados estédo expressos como média + E.P.M.
Para analise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via seguida de post hoc de Tukey. Os valores foram

considerados significantes para *p<0,05 e **p<0,01.

4.5.3. Expressao proteica do NCX

O resultado da expressdo proteica do NCX, representada na Figura 21,
apenas se mostrou aumentada no grupo submetido ao exercicio fisico resistido, por
sua vez, o tratamento com DN nao interferiu com a expressao desta proteina (C:
0,518 + 0,085; ND: 0,297 + 0,056; CE: 0,881 + 0,21%%%; NDE: 0,321 * 0,15;
&&n<0,01 em comparacéo com o grupo ND e #p<0,05 em comparag¢do com o grupo

NDE).
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Figura 21: Expresséo proteica do Trocador Na*/Ca? (NCX) em ventriculos esquerdos. Os
dados estdo expressos como média + E.P.M. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via
seguida de post hoc de Tukey. Os valores foram considerados significantes para *p<0,05 e

**p<0,01.

4.6. Avaliacdo dos niveis hormonais
Os niveis de E2 das ratas submetidas ao tratamento com DN se mostraram reduzidos

(Tabela 3), enquanto os niveis hormonais de testosterona, por outro lado, apresentaram-se

aumentados em todos os animais submetidos ao tratamento com DN.

Tabela 3: Valores de testosterona e estrogénio séricos das ratas tratadas e/ou
submetidas a exercicio fisico resistido por 4 semanas.

Grupo Estrogénio (pg/mL) Testosterona (pg/mL)
C 53+2 0,2133+0,0103
ND 31+3* 2,888+0,2496*
CE 6418 0,1479+0,013
NDE 32+1* 1,364+0,1458*

Os dados estéo expressos como média + E.P.M. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA-1 via
seguida de post hoc de Tukey. Os valores foram considerados significantes para *p<0,05 e **p<0,01.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, examinamos os efeitos do tratamento com dose supra
fisiologica de DN em ratas, o que levou ao aumento da massa corporal, hipertrofia
cardiaca, deposicdo de colageno no coracdo e aumento da pressdo sistélica,
contratilidade e relaxamento ventricular esquerdo. As alteracbes hemodinamicas
podem estar associadas ao aumento da expressdo dos componentes reguladores do
célcio citosolico (SERCA-2a e p-thrl7-PLB/PLB total) que se mostraram alterados
em funcao do tratamento com DN e no exercicio fisico resistido. O treinamento fisico
resistido também aumentou a massa corporal e promoveu hipertrofia cardiaca,
porém, sem deposicdo de coldgeno no miocardio, além disso, quando associado ao
tratamento com DN (grupo NDE) o exercicio ndo foi capaz de prevenir todas as

alteragOes causadas pelo EAA (figura 22).

20mg/kg/semana

Hipertrofia
Cardiaca

Cardiaca Ideposigéo
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Hipertrofia
Cardiaca

Hipertrofia cardiaca
Aumento da deposigdo de colageno

Potencializagao da Fungéao cardiaca
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Figura 22: Resumo dos resultados. Figura do acervo do LHE, elaborada por Andrews Marques do

Nascimento, 2017.

A avaliacdo da intensidade do exercicio fisico no presente estudo foi realizada com
analise de lactato sanguineo. Os valores encontrados nos grupos de exercicios (CE
e NDE) foram > 7mmol/L, indicativos de exercicio anaerdbio em ambos 0s grupos e

gue os grupos foram submetidos ao mesmo esforco fisico. No entanto, o tratamento
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com nandrolona aumentou o numero de saltos por minuto, indicando melhora na
capacidade de realizar o exercicio (Voltarelli, Gobarro e Mello, 2002).

O exercicio fisico, dependendo do seu tipo e intensidade, pode promover
hipertrofia cardiaca excéntrica ou concéntrica. No caso da hipertrofia cardiaca
excéntrica, o crescimento do cardiomiécito ocorre devido a adicdo de sarcomeros
em série, permitindo ao coragdo aumentar a sua célula de tamanho no comprimento,
enquanto na hipertrofia concéntrica, os sarcomeros sao adicionados em paralelo,
permitindo que o coracdo aumente seu tamanho celular no diametro (Garcia e
Incerpi, 2008). No entanto, a hipertrofia cardiaca concéntrica nem sempre €
hipertrofia cardiaca patoldgica, podendo ser causada por sobrecarga hemodinamica,
como exercicio dindmico ou isométrico (Tanno et al., 2011). No presente estudo, o
exercicio resistido induziu hipertrofia cardiaca concéntrica e a associacdo com
tratamento com nandrolona também manteve hipertrofia concéntrica. NoOsso0s
resultados corroboraram os achados de Stolt et al. (1999) que relataram que
usuarios de altas doses de EAA praticantes de exercicios resistidos mostraram
hipertrofia ventricular esquerda. Tanno et al. (2011) mostraram hipertrofia cardiaca
concéntrica em ratos tratados com nandrolona, independentemente do treinamento
resistido de alta intensidade. Mesmo em outros modelos de exercicio, como de
resisténcia (Endurance), do tipo corrida ou natacdo, esta presente a associa¢cdo com
hipertrofia cardiaca promovida pelo DN (Ghorbani et al, 2015; Abdollahi et al., 2016;
Binayi et al., 2016). A hipertrofia cardiaca no sexo masculino, causada por EAA, esta
bem estabelecida e conhecida (Bissoli et al., 2009; Tanno et al., 2011; Andrade et
al., 2011; Franquni et al., 2013). Entretanto, as avaliacbes no sexo feminino foram
limitadas. Ozdemir et al. (2013) demonstraram que o0 uso do enantato de

metelonona, um EAA, em ratas puberes promoveu hipertrofia muscular e hipertrofia
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cardiaca ventricular esquerda, com tratamento agudo e crénico. De forma
semelhante neste estudo o tratamento com DN causou hipertrofia cardiaca
concéntrica nas fémeas. Wang et al. (2015) evidenciaram a cardioprotecdo contra
hipertrofia cardiaca em fémeas, conferida pelo estrogénio, todavia, quando
associado ao tratamento com EAA, ocorre reducédo parcial da producdo estrogénica
e cardioprotecao (Bordbar et al., 2014). O ciclo estral de ratas sofre influéncia de
hormdnios sexuais, por agirem no eixo hipotalamo-hipofisério, testosterona quando
em excesso podem interromper o ciclo das ratas, reduzindo a producdo de
estrogénio (Tandon e Chintala, 2001; Gerez et al., 2005). De Visser e Overbeek
(1960) evidenciaram que DN € capaz de interferir no ciclo estral das ratas na dose
de 0,25 mg/Kg e a partir de 1,0 mg/Kg promove agcao antiestrogénica. No presente
estudo, também evidenciamos a interferéncia do tratamento com DN no ciclo estral,
no qual as fémeas tratadas ficaram em diestro 2, com reducdo dos niveis
plasmaticos de estrogénio. Portanto, é possivel inferir que a menor hipertrofia
cardiaca em ratas comparado com machos, evidenciada no presente estudo, tenha
relacdo com esta reducao estrogénica causada pelo tratamento com EAA.

Os hormoénios sexuais também tém relacdo com o remodelamento cardiaco, a
exemplo do E2 que pode influenciar na regulacdo do crescimento de fibroblastos
cardiacos, participando do remodelamento do miocéardio e deposicdo da matriz
extracelular (Powell et al., 1999). Dubey et al. (1998) verificaram que E2, foi capaz
de inibir a sintese de colageno por fibroblastos cardiacos e sua proliferacdo em
resposta a soro fetal de vitelo a 2,5%. No entanto, Mercier et al. (2002) descobriram
gue os niveis fisiolégicos de E2 (1 nmol/L) ndo tinham efeito sobre a proliferacéo de
fibroblastos cardiacos, embora em niveis farmacoldgicos (1 mmol/L) reprimiram a

proliferacdo. Andrégenos também exercem papel importante na modulacdo da
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fiborose cardiaca. Em situacdes de insuficiéncia cardiaca, reposicdo com
Testosterona pode suprimir a diferenciacdo dos fibroblastos aos miofibroblastos
cardiacos, por meio do bloqueio da angiotensina 1l (Ang Il), aliviando as
propriedades pro fibréticas do estresse oxidativo e regulando a via de sinal do Fator
de transformacéo do crescimento B (TGF- B) (Chung et al., 2013). No entanto, em
concentracbes elevadas de andrégenos este efeito parece se inverter, com
consequente aumento da atividade da enzima conversora de Angiotensina (ECA) e
aumento da deposicao de colageno cardiaco (Lima et al., 2015). A deposicédo de
colageno cardiaco se mostrou aumentada no grupo ND e foi parcialmente reduzida
por associacao com exercicio resistido em animais NDE. Medugorac (1982) mostrou
gque o tecido intersticial dos coracOes de ratos consistia tipicamente em
aproximadamente 2% de colageno. Tanno et al. (2011) demonstraram que a
hipertrofia cardiaca ocorreu em associacdo com deposi¢cdo de colageno em animais
machos tratados com nandrolona e submetidos a exercicio resistido. Um estudo
prévio do nosso grupo mostrou alteragcdes semelhantes em ratos tratados com DN,
no qual a deposicdo de colageno foi atribuida a influéncia exercida pelo EAA no
sistema SRA e desequilibrio de citocinas (Franquni et al., 2013). O acumulo de
colageno associado a hipertrofia cardiaca geralmente contribui para a perda da
capacidade contratii do coragcdo, com aumento da rigidez ou reducdo da
complacéncia da parede ventricular, que pode resultar em insuficiéncia cardiaca
(Jalil et al., 1989, Mady et al. 1999). De acordo com Nakayama et al. (1987) a fibrose
miocérdica intersticial associada a hipertrofia de cardiomiocitos foi correlacionada
com a deterioracdo do relaxamento miocardico em pacientes com cardiomiopatia
dilatada.

A funcéo cardiaca tem sido comparada entre 0s géneros no que diz respeito a
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saude, divergindo entre os sexos em relagdo ao desempenho cardiaco (Schaible e
Scheuer, 1984, Parks e Howlett, 2013). Homens s&o mais propensos a
desenvolverem insuficiéncia cardiaca com fungao sistolica prejudicada & medida que
envelhecem em relagdo a mulheres (Regitz-Zagrosek e Seeland, 2012). Hayward et
al. (2000) evidenciaram que homens e mulheres com insuficiéncia cardiaca,
apresentam discrepancia no tipo de disfuncdo ventricular, sendo sistélica e distdlica,
respectivamente. Jessup et al. (2013) demonstraram que a castracdo de ratas
promoveu disfuncéo diastélica e que o tratamento precoce e tardio com E2 atenuou
a disfuncao diastdlica induzida por privacéo de estrogénio.

A contratilidade e relaxamento ventricular foram avaliados utilizando a
primeira derivada (+dP/dtmax € -dP/dtmin) € Tau. Apesar do tratamento com DN
promover hipertrofia cardiaca patologica, em relacdo a contratilidade cardiaca e o
relaxamento o0s resultados revelaram aumento nestes parametros. O exercicio
também influénciou positivamente a contratilidade e o relaxamento cardiaco, porém
com menor intensidade quando comparado aos grupos tratados com DN. A literatura
dispde de poucos trabalhos que avaliam a influéncia do DN sobre a contratilidade
cardiaca, com modelos experimentais distintos do presente estudo, em relacdo a
género, tempo de tratamento e dose utilizada, forma de administracéo,
possivelmente justificando a divergéncia encontrada nos resultados deste estudo.
Trifunovic et al., (1995) demonstraram que o tratamento crénico com doses supra
fisiologicas de DN em ratos causou hipertrofia cardiaca e reducdo da complacéncia
do VE, sem modificar a contratilidade cardiaca. Norton et al. (2000) evidenciaram
prejuizo na capacidade contrati do miocardio apds tratamento cronico por 12
semanas em doses supra fisiologicas (5mg/Kg/quinzenal) de DN em ratos

sedentarios.
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Em relagdo ao nosso estudo, utilizamos dois parametros para descrever o
relaxamento isovolumétrico do VE na diastole: Tau e —dP/dtmin. Tau é definido como
uma constante de tempo de relaxamento isovolumétrico, e € considerado um
parametro mais preciso do que —dP/dtmin. Tau € 0 pardmetro mais confiavel da taxa
de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo. A taxa de diminuicdo da
pressao intraventricular do ventriculo esquerdo, representada por este parametro,
apresenta-se como um padrdo para analise do relaxamento. Tau foi estudado como
uma medida da funcéo cardiaca eficaz, na qual a elevacédo da Tau foi associada com
isquemia miocérdica e, portanto, é preferivel um valor de Tau baixo (Thomas et al.,
1992; Bai, 2008). De acordo com DeMey et al. (2001), a quantificacdo da taxa de
relaxamento do ventriculo esquerdo em condicbes normais e patoldgicas é
importante para a avaliagdo da fungdo da bomba cardiaca. Também foi demonstrado
gue o disturbio do relaxamento miocardico foi um forte indicador do inicio da
insuficiéncia cardiaca (Lorell, 1991; Leite-Moreira e Gillebert, 1994). Mais
especificamente, a analise do periodo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo
esquerdo tem sido utilizada como uma ferramenta para caracterizar a disfuncéo
diastolica. Neste sentido, a disfuncdo diastdlica € caracterizada pela falha do
relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo, o que pode ser confirmado por
uma constante Tau aumentada e uma diminui¢ao do —dP/dtmin (Verma e Solomon,
2009). No entanto, os grupos tratados com DN e também submetidos ao exercicio
apresentaram resultados opostos aos observados em situacfes de insuficiéncia
cardiaca. Todos os grupos (CE, ND e NDE) mostraram uma constante de Tau
reduzida e um indice de —dP/dtmin aumentado. A avaliagédo das altera¢des funcionais
cardiacas também revelou que o tratamento com DN, durante quatro semanas,

aumentou a PSVE. Mesmo a associa¢cdo com o exercicio ndo impediu esse aumento
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nos animais NDE.

Num esfor¢go para clarificar estes resultados no que diz respeito ao
relaxamento cardiaco e a contratilidade, foi realizada a analise molecular de
determinadas proteinas que regulam o Ca?" intracelular, que representa um
importante e potencial alvo dos EAA em células musculares cardiacas e outros tipos
de células. Os hormdnios sexuais sdo capazes de regular a expressao de proteinas
envolvidas no transiente de Ca?* cardiaco. Er et al. (2007) descobriram que a
aplicacdo aguda de concentracdes de diidrotestosterona (100 nM) em cultura de
midcitos ventriculares de ratas causou uma reducdo acentuada na corrente de Ca?".
Curiosamente, esses autores também mostraram que o tratamento com quantidades
semelhantes de diidrotestosterona por 24 h teve o efeito oposto, intensificando a
corrente de Ca?*. Outra evidéncia da influéncia dos hormonios sexuais sobre o
transiente de Ca?* é a diminuicdo de NCX e canais de Ca?* tipo-L, em ratos
castrados e quando submetidos a reposicdo com testosterona apresentam
restauracao da expressao proteica normal (Golden et al., 2002; Golden et al., 2004).
A testosterona pode provocar a hipertrofia cardiaca por provocar libertacao rapida de
Ca?* do RS, de forma dependentes e independente de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3),
gue estdo relacionadas com a expressao de genes e possiveis efeitos inotropicos
(Estrada et al., 2003; Vicencio et al., 2006). Embora nédo tenha sido de interesse do
presente estudo avaliar o dimorfismo sexual, vale ressaltar que a expressao de
SERCA-2a, PLB no ventriculo esquerdo e o conteido de Ca?* do RS néo diferem
entre os géneros (Chen et al., 2003). Chu et al. (2005) em estudo comparativo da
diferenca de género sobre a expresséo de proteinas relacionadas com o transiente
de Ca?" em ratos, evidenciou que as protéinas NCX, RyR e canais de Ca2+ tipo-L

sdo mais abundantes no ventriculo de fémeas, sem interferir na expressao de
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SERCA-2a, PLB e receptores [(-adrenérgico (B-AR). Apesar de que, estudo de
Schwertz et al. (2004) sugere que o midcitos ventriculares isolados de ratas séo
mais sensiveis ao Ca?* que de ratos machos, necessitando de menos Ca?* para
gerar uma resposta contratil semelhante.

Neste estudo, apenas o exercicio aumentou a expressao de NCX, enquanto
gue nos grupos tratados com DN, mesmo a associacdo com o exercicio nao alterou
a expressao deste trocador. O NCX é uma proteina presente no sarcolema que €
responsavel pela remocdo de Ca?* citosdlico, pela troca de Na* extracelular,
reduzindo a concentragdo citosélica de Ca?* (Bordbar et al., 2014). Para manter um
nivel intracelular estavel de Ca?*, o NCX retira praticamente a mesma quantidade de
Ca?* da célula que entra na célula em cada batimento cardiaco (Bers et al., 1996).
Normalmente 0 aumento na expressao do NCX quanto a diminuicdo da expressao
da SERCA-2a resultam na reducdo do contetido de Ca?* do RS, o que diminui a
disponibilidade deste ion durante a ativacdo sistolica (Hasenfuss et al., 1998).
Porém, o fluxo invertido destes ions coopera para a elevacdo de Ca?* intracelular na
fase inicial do platdé e contribui para o aumento da contratilidade cardiaca, devido ao
acumulo de Ca?* nos cardiomidcitos (Dipolo e Beaugé, 2006). No estudo de Sugizaki
et al. (2011), o exercicio aer6bio aumentou a expressdo do mRNA NCX, além de
aumentar a expressdo de canal de Ca?* tipo-L, aumentando o influxo de Ca?* e a
resposta contratil cardiaca. Alguns estudos demonstraram aumento da expressao do
NCX ap6s o treinamento fisico aer6bio em ratos com insuficiéncia cardiaca,
melhorando a capacidade contratil cardiaca (Yamamoto e Greeff, 1981; Fraysse et
al., 2001).

Foi avaliada parcialmente neste estudo a funcionalidade do reticulo

saaerocplasmatico pela expressdo de SERCA-2a, PLB e p-PLB. O exercicio reduziu
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a PLB total em relacdo ao grupo controle, porém aumentou a fosforilagdo de PLB (p-
PLB), sem interferir com SERCA-2a. A fosforilagdo do PLB é responséavel pela sua
inativagao, resultando em maior atividade da SERCA-2a e consequentemente no
aumento da captacdo de calcio pelo RS, contribuindo para a facilitagdo do
relaxamento e da contratilidade (Tada et al., 1975, Verboomen et al., 1992). Em um
estudo conduzido por Kemi et al. (2007), o exercicio também promoveu aumento da
fosforilacdo da PLB (p-thr17-PLB), melhorando o processo de recaptacdo de Ca?*.
Ja o tratamento com DN aumentou a expressdo de SERCA-2a e p-Thrl7-PLB.
Poucos estudos avaliam a interferéncia dos EAA sobre a proteina SERCA-2a, com
métodos variados e resultados discrepantes. Cruz et al. (2017) ao tratar
cronicamente ratos com propionato de testosterona, ndo evidenciaram alteracdo na
expressdo de SERCA-2a. De forma semelhante, a castracdo de ratos
espontaneamente hipertensos, machos e fémeas nao alterou a expressao proteica
da SERCA-2a (Dalpiaz et al., 2015). No entanto, Witayavanitkul et al. (2013), apos
castrarem ratos verificaram reducédo na atividade da SERCA-2a e a reposi¢cdo com
testosterona reverteu o0 prejuizo na atividade desta proteina. Qi e Liu (2007)
avaliaram a influéncia dos horménios sexuais sobre a expressdo e atividade da
SERCA-2a no musculo genioglosso, onde o tratamento com estrogénio ndo alterou a
atividade nem a expressdo, em contrapartida o tratamento com testosterona
diminuiu expressao e atividade da SERCA-2a.

Como citado anteriormente, tratamento com DN aumentou a expressao da p-
Thrl7-PLB, é possivel que tenha relacdo com a CaMKIl, que fosforila PLB no
residuo treonina-17, ativando consequentemente a SERCA-a. Wilson et al. (2013)
identificaram o aumento da fosforilacdo da CaMKIl em cultura de cardiomidcitos

tratados com testosterona. Uma vez que CAMKII € um substrato bem conhecido de
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guinases ativadas por receptor de angiotensina Il (PKC e MAPK)(Ferreira et al.,
2011) e que os andrégenos interferem no SRA (Rocha et al., 2007; Lima et al.,
2015), é razoéavel que o tratamento com DN tenha aumentado a fosforilagdo da PLB
no residuo treonina-17.

Uma possivel explicagdo para o aumento da contratilidade e relaxamento
cardiaco e também o aumento dos componentes reguladores do calcio citosolico,
apos tratamento com DN, seria a ativacdo autondmica simpatica. A estimulacdo [3-
adrenérgica cardiaca aumenta tanto a contracdo como o relaxamento do musculo
cardiaco ao alterar o influxo de Ca?* do RS (Tsien, 1977; Tada e Katz, 1982). O
aumento da fosforilacdo é notavel no processo de estimulagao 3-adrenérgico pelas
catecolaminas, mediada pela cascata de cAMP, sendo considerada responsavel
pelo aumento na velocidade de contracdo do miocardio (Miyakoda et al., 1987). Em
situacbes como na insuficiéncia cardiaca induzida por hiperatividade simpatica
ocorre aumento da atividade da CaMKII, culminando em aumento da fosforilacdo da
PLB (Bartholomeu et al., 2008). Consistente com esta descoberta, a PLB estava
presente apenas no musculo esquelético e no musculo cardiaco, promovendo a
estimulagédo do transporte de Ca?* de uma forma dependente de cAMP (Tada e
Kirchberger, 1976).

Alguns estudos relacionaram o uso do EAA com o0 aumento da estimulacao
simpatica (Nascimento e Medei, 2011; Turillazzi et al., 2011). Um estudo de Turillazzi
et al. (2011) mostrou que doses supra fisiolégicas de EAA em ratos, poderiam
induzir hiperestimulacdo adrenérgica e lesdo miocéardica, bem como disautonomia
cardiaca. Nascimento e Medei (2011) encontraram um desequilibrio autonémico
cardiaco, com reducdo da modulacdo parassimpatica cardiaca e aumento da

modulacdo cardiaca simpatica. O exercicio, por sua vez, também influencia a
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estimulacdo simpatica (Drieu la Rochelle et al., 1991; Leosco et al., 2003; Donato et
al., 2007). Maior et al. (2013) utilizando doses cronicas supra fisiologicas de
nandrolona em ratos submetidos ao exercicio fisico, apresentaram disfuncéo
autondmica parassimpatica e também alteracdes na despolarizacédo ventricular. No
entanto, esta estimulagdo inicial do sistema nervoso autbnomo, com a estimulacao
da capacidade contratil em longo prazo, poderia desencadear a faléncia cardiaca por
downregulation do B-AR (Ungerer et al., 1993; Woo and Xiao, 2012). Em nosso
estudo, o protocolo utilizado pode né&o ter sido capaz de promover a disfuncao
cardiaca, mas um tratamento mais prolongado ou se os individuos fossem
submetidos a alteracdes que levem a insuficiéncia cardiaca, poderiam induzir essa
disfuncdo. Outro ponto importante a ser considerado é que estudamos ratas e
grande parte dos estudos de contratilidade cardiaca e DN foram conduzidos em

machos (Trifunovic et al., 1995; Norton et al., 2000).
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6 CONCLUSAO

Em conclusao, nossos dados sugerem que o decanoato de nandrolona e o exercicio
resistido em ratas, por um periodo de quatro semanas, foram capazes de promover
hipertrofia cardiaca e aumentar a fungéo cardiaca, alterando proteinas responsaveis
pela regulacdo de Ca?* intracelular. Entretanto, a hipertrofia causada pela
nandrolona foi considerada uma condicdo patologica. Certamente, esta avaliacdo
comparando o uso de nandrolona e a contratilidade cardiaca deve ser
posteriormente investigada, especialmente com uso cronico, Vvisto que as
exacerbacbes prolongadas desses efeitos podem desencadear complicacdes

cardiacas.
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* Nandrolone Decanoate (ND) impaired mesenteric vascular reactivity in female rats.
* ND-induced vascular alterations were likely mediated by a reduction of NO pathway.
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* ND led to vascular dysfunction similar to those found in ovariectomized female rats.



