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“Senhor ensina-nos a orar, sem esquecer o trabalho.

A progredir, sem perder a simplicidade.
A semear 0 bem, sem pensar nos resultados...

A marchar para frente, sem contar os obstaculos.

A escutar, sem corromper 0s assuntos.
A falar, sem ferir.
A compreender o préximo, sem exigir entendimento...

A dar o melhor de nés, além da execucao do proprio dever, sem cobrar
taxas de reconhecimento...

Senhor, fortalece em nds, a paciéncia para com as dificuldades dos
outros, assim como precisamos da paciéncia dos outros, para com as
nossas proprias dificuldades...

Auxilia-nos, sobretudo, a reconhecer que a nossa felicidade mais alta
sera, invariavelmente, aguela de cumprir seus designios onde e como
queiras, hoje, agora e sempre”.

Chico Xavier
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RESUMO

Decanoato de nandrolona (DN) é um esteroide anabdlico androgénico (EAA) que sob
regime abusivo pode levar a multiplos efeitos colaterais adversos. Estudos que
apontam alteracfes cardiovasculares (CV) induzidas por EAA foram principalmente
conduzidos em individuos do sexo masculino, muito embora mulheres também sejam
susceptiveis aos efeitos colaterais dos EAAs e diferengas sexo-especificas na
predisposicao a doencas vasculares existam. O objetivo deste estudo foi investigar as
alteracdes de reatividade vascular induzidas pelo tratamento crénico com DN tanto
em ratas sedentarias como em fémeas treinadas, bem como a participacao dos fatores
de relaxamento endotelial sobre a resposta vascular. Foram utilizadas ratas Wistar
adultas (180-200 g), sedentarias ou submetidas a treinamento fisico, intactas ou
ovariectomizadas, tratadas com DN (20 mg/Kg/semana) durante 4 semanas. Ao final
do protocolo experimental, foram realizadas curvas dose-resposta a acetilcolina (ACh)
em leitos vasculares mesentéricos (LVM) isolados na auséncia e presenca de
inibidores farmacoldgicos para avaliacdo da reatividade vascular. Nossos principais
achados mostram que o tratamento com DN alterou a fungdo endotelial no LVM tanto
em fémeas sedentdrias quanto em fémeas submetidas ao treinamento fisico.
Alteracbes na via do Oxido nitrico (NO) parecem ser o principal mecanismo
responsavel pelo prejuizo na reatividade vascular, como observado nas curvas dose-
resposta a ACh em presenca de L-NAME (inibidor da NO sintase (NOS)) e
aminoguanidina (inibidor seletivo da NOS induzivel), bem como por meio da
diminuicdo da fosforilacdo de eNOS (Ser!!’”) e Akt (Ser*’®) e aumento da expressao
proteica de iINOS e NADPH oxidase. Tanto o componente de relaxamento EDHF
guanto os prostanoides parecem nao estar alterados nos LVMs provenientes de
fémeas tratadas com DN, uma vez que em presenca de L-NAME e Indometacina
(inibidor da ciclooxigenase) a resposta vasodilatadora a ACh permaneceu inalterada
entre 0s grupos estudados. O treinamento fisico por levantamento de peso em agua
nao reverteu as alteracbes vasculares induzidas pelo tratamento com DN. O
tratamento com o EAA também reduziu significativamente os niveis séricos de
estradiol nas fémeas intactas, de modo que as modificacbes funcionais nos LVMs
destas fémeas foram semelhantes as observadas em fémeas ovariectomizadas néo-
tratadas com DN. Estes resultados fornecem novos dados que ajudam a elucidar o
papel modulador dos EAAs sobre a funcédo endotelial em fémeas e levantam a
possibilidade de que o tratamento com DN aumente o risco de lesdo vascular no sexo
feminino, condi¢cao que poderia predispor ao surgimento de doencas CV.

Palavras-chave: Decanoato de nandrolona; Esteroides anabdlicos androgénicos;
Reatividade vascular; Oxido nitrico; Treinamento fisico



ABSTRACT

Nandrolone Decanoate (ND) is an Anabolic Androgenic Steroid (AAS) that under
abusive regimen can lead to multiple physiological adverse effects. Studies of AAS-
mediated cardiovascular (CV) alterations were mostly taken from male subjects, even
though women are also susceptible to the effects of AAS and sex-specific differences
in susceptibility to vascular diseases exist. The aim of this study was to investigate ND-
induced vascular reactivity alterations in both sedentary and exercised female rats as
well as the participation of endothelium-derived factors on the vascular response. Adult
Wistar female rats (180-200g), sedentary or exercise trained, intact or ovariectomized,
treated with ND (20 mg/kg/week) for 4 weeks were used. At the end of the experimental
protocol, dose-response curves to acetylcholine (ACh) were performed in isolated
mesenteric vascular beds (MVBSs) in the absence and presence of pharmacological
inhibitors to assess the vascular reactivity. Our main findings show that chronic
exposure of female rats to ND impaired the endothelial function in MVBs from both
sedentary and trained animals. The nitric oxide (NO) pathway appear to be the main
responsible mechanism involved in the impairment of the vascular reactivity, as
observed in the ACh-induced vasodilation in presence of L-NAME (NO synthase
inhibitor (NOS)) and aminoguanidine (selective inhibitor of inducible NOS), as well as
by the decreasing of the phosphorylation sites of eNOS (Ser’?) and Akt (Ser*’3) and
upregulation of INOS and NADPH oxidase expression. Neither the endothelium-
derived hyperpolarizing factor (EDHF) component nor prostanoids were altered in the
MVBs from ND-treated females, since in the presence of L-NAME and Indomethacin
(cyclooxygenase inhibitor) the vasodilator response to ACh remained unchanged
amongst the studied groups. Exercise training by weight lifting in water did not improve
the vascular alterations induced by ND treatment. ND treatment also significantly
reduced the serum levels of estradiol in intact females, so that functional changes in
the MVBs of these females were similar to those found in ovariectomized animals not
treated with AAS. These results provide new data that help uncover the role of AAS
modulating endothelial function in females and raise the possibility that ND treatment
may increase the risk of female vascular injury, a condition that could predispose to
CV disease.

Keywords: Nandrolone Decanoate; Anabolic Androgenic Steroids; Vascular
Reactivity; Nitric Oxide; Exercise Training
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1. INTRODUCAO

1.1. ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS (EAA)

Esteroides Anabdlicos Androgénicos (EAA) séo derivados sintéticos da testosterona
originalmente desenvolvidos para fins terapéuticos de modo a proporcionar maior
poténcia anabdlica (sintese proteica e crescimento muscular) com minimo efeito
androgénico (masculinizante) (KOPERA, 1985; LUKAS, 1996). Embora empregados
clinicamente para o tratamento de doencas crénicas (e.g. hipogonadismo, distarbios
enddcrinos, caquexia e perda de massa muscular) (BASARIA; WAHLSTROM; DOBS,
2001), o uso predominante dos EAA é a autoadministragdo ilicita a fim de melhorar o
desempenho atlético ou a imagem corporal (KANAYAMA; HUDSON; POPE, 2008,
2010). Contudo, ao serem usados sem orientacdo médica e/ou em doses supra
terapéuticas, os EAA podem causar problemas hepaticos, enddcrinos,
cardiovasculares, comportamentais e reprodutores (HARTGENS; KUIPERS, 2004;

KANAYAMA; HUDSON; POPE, 2008, 2010; NIESCHLAG; VORONA, 2015).

O uso abusivo dos EAA com propdsitos nao-terapéuticos se restringia principalmente
a atletas de elite do sexo masculino até a metade do século XX (KANAYAMA,;
HUDSON; POPE, 2008). Entretanto, no decorrer dos anos, este perfil de usuérios se
alterou estimulado pela ubiquidade da informacgéo sobre os EAA através da internet e
outros meios de comunicagdo bem como a uma infinidade crescente de drogas desta
classe com design sofisticado (LABRIE et al., 2005; ONAKOMAIYA; HENDERSON,

2016). Atualmente, os usuarios ilicitos dos EAA incluem homens e mulheres, jovens
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e adultos, atletas e ndo-atletas (ELLIOT et al., 2007; JOHNSTON et al., 2013; POPE

et al., 2014, IP et al., 2015).

Estudos epidemiolégicos apontam que a prevaléncia global de uso ilicito de EAA é de
6,4 % para homens e 1,6 % para mulheres (SAGOE et al., 2014). Nos Estados Unidos,
um estudo de estimativa de prevaléncia de uso de EAA na populacao geral indicou
que dentre americanos entre idades de 13 a 50 anos, 2,9 a 4,0 milhdes ja utilizaram
esteroides anabdlicos (POPE et al.,, 2014). Tais niumeros sao ainda maiores em
adolescentes: em 2013, o percentual de estudantes americanos que fizeram uso de
EAA ao menos uma vez foi de 1,1 % na 82 série, 1,3 % na 10° série, e 2,1 % na 12°
série (JOHNSTON et al, 2013). Outra recente pesquisa envolvendo 2793
adolescentes americanos indicou que 5,9 % dos entrevistados do sexo masculino e
4,6 % do sexo feminino utilizaram esteroides com objetivo de ganho muscular e/ou
melhoramento estético (EISENBERG; WALL; NEUMARK-SZTAINER, 2012). Tais
taxas sao semelhantes as taxas de abuso de EAA relatados em outros paises

ocidentais (SAGOE et al., 2014).

No Brasil, uma revisao sistematica realizada por Abrahin e cols. (2014) mostrou que
a prevaléncia do uso de EAA varia entre 2,1 % e 31,6 %, de acordo com a regido
analisada e as caracteristicas da amostra. Um recente levantamento realizado no
estado da Paraiba mostrou que 20,1 % de frequentadores de academia sao usuarios
de EAA (DE SIQUEIRA NOGUEIRA et al., 2014). Outro estudo realizado entre
estudantes da &rea da saude da Universidade Federal do Amazonas, em Manaus,
estimou uma frequéncia de 2,1 % para o abuso de EAA durante a vida (LUCAS et al.,
2006). Resultados similares foram encontrados por Canuto e cols. (2006), os quais
estimaram ser de 2,7 % a frequéncia entre calouros da Universidade Federal de Goias,

em Goiania. Torna-se evidente, desta forma, que o uso abusivo de EAA é um
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problema de saude publica ndo somente no Brasil, mas também em diversos outros

paises.

1.1.1 Histérico do Desenvolvimento e Uso dos EAAS

O termo androgénico tem origem grega (andro = homem e gennan = produzir) e sua
definicdo é “qualquer substancia caracterizada por sua capacidade de estimular o
desenvolvimento dos caracteristicos sexuais no homem” (MICHAELIS, 2016). Na
antiguidade, os 6rgdos sexuais de animais e suas secrecdes eram empregados para
tratamentos de disfuncao erétil a e também como instrumentos afrodisiacos. No inicio
do século XIX o pesquisador alemao Arnold Adolf Berthold (1803—-1861) observou que
a castracdo de galos resultava em alteracfes no comportamento sexual e aparéncia
fisica dos animais, efeitos que eram revertidos ap0s a reimplantacdo do tecido
testicular na cavidade abdominal. Estes experimentos iniciais levaram a concluséo de
gue os testiculos continham uma substancia que era transportada na corrente
sanguinea. Aproximadamente meio século ap6és a descoberta de Berthold, Ernest
Starling (1866—1927) nomeou tais “substancias produzidas recorrentemente para
atender necessidades fisiol6gicas do organismo e carregadas do 6rgdo em gque séo
produzidos para o orgao de destino pela corrente sanguinea” como hormonios (do

grego ormoéni = evocar ou excitar) (HENDERSON, 2005; TATA, 2005).

No final do século XIX (1889) o fisiologista francés Charles Eduard Brown-Séquard
experimentou uma terapia de rejuvenescimento em si proprio, aplicando injecdes
intravenosas de um produto liquido derivado de testiculos de caes e porcos, obtendo
como resultado o aumento da sua energia intelectual e forga fisica. Apos a descoberta

de Brown-Séquard, diversos grupos iniciaram a busca pelo “horménio masculino”,
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resultando no isolamento da testosterona em sua forma cristalina em 1935 (DAVID et
al.,, 1935; HOBERMAN; YESALIS, 1995). Por terem mapeado a estrutura da
testosterona, Butenandt e Ruzicka foram nomeados ganhadores do prémio Nobel de
quimica no ano de 1939 (BUTENANDT; HANISCH, 1935; RUZICKA; WETTSTEIN,
1935). Durante os anos seguintes, pesquisadores dedicaram-se a modificar a
estrutura da testosterona a fim de desenvolver derivados sintéticos com maior efeito
anabdlico, criando a familia de hormdénios que hoje chamamos de EAA (KOPERA,
1985). Na década de 1940, cientistas confirmaram a afirmacao de Brown-Séquard de
gue androgenos, principalmente testosterona, poderiam facilitar o crescimento
muscular (HOBERMAN; YESALIS, 1995; FREEMAN; BLOOM; MCGUIRE, 2001). Ao
final dos anos 1930 e inicio dos anos 1940, testosterona e seus derivados foram
amplamente prescritos para tratamento de depressdo em pacientes psiquiatricos e
foram saudados como uma possivel cura para o "climatério masculino" (GUIRDHAM,
1940; DANZIGER et al., 1944; ALTSCHULE; TILLOTSON, 1948). Entretanto, ao final
da década de 1950, o advento de terapias mais eficazes (e.g. antidepressivos
triciclicos, terapia eletroconvulsiva) fez com que o uso de EAA na pratica psiquiatrica
reduzisse drasticamente (KANAYAMA et al., 2007). Clinicamente a testosterona e
seus derivados sao empregados para o tratamento de hipogonadismo, perda de
massa muscular e fadiga em pacientes com cancer e HIV, tratamento de disfuncdes
de crescimento e caquexia decorrente de faléncia renal cronica (BASARIA,

WAHLSTROM; DOBS, 2001; SHAHIDI, 2001).

O desvio do uso de EAA de suas finalidades clinicas possivelmente ocorreu com a
publicagdo do livro “o hormdénio masculino” por Paul de Kruif em 1945 que fazia
referéncias ao aumento da libido e do desempenho fisico com o uso da testosterona.

Assim, atletas comecaram a experimentar preparacées contendo testosterona com o
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objetivo de aumentar massa muscular e intensificar protocolos de treinamento.
Aparentemente, os EAA foram usados pela primeira vez por russos em campeonato
de levantamento de peso em Viena em 1954 (WADE, 1972) e rapidamente seu uso
se espalhou em competi¢cbes de fisiculturismo, atletismo e outros esportes nos quais
o desempenho dependiam de forga muscular ou velocidade de recuperacéo durante
o treinamento (KANAYAMA; HUDSON; POPE, 2008). Ainda assim, ao longo dos anos
1960 e mesmo em 1970, o uso de EAA foi confinado em grande parte a atletas de
elite (YESALIS; BAHRKE, 2000; HARTGENS; KUIPERS, 2004). Impulsionado pelo
aumento de publicagcbes de revistas fitness e de musculacdo, o fisiculturismo
competitivo ganhou popularidade ao final da década de 1970. Guias e manuais com
informacgdes detalhadas sobre aquisicdo, autoadministracédo, doses recomendadas e
possiveis efeitos colaterais dos EAA comecaram a surgir (DUCHAINE, 1981, 1983,
1989), fazendo com que um numero crescente de jovens se tornassem cientes do
ganho muscular dramatico em curto periodo que poderiam obter com o0 uso de EAA.
Ao longo da década de 1980, a importancia dada a aparéncia corporal cresceu
drasticamente, estimulada pela midia que veiculava a imagem de homens e mulheres
magros, musculosos e esculturais como representagéo de corpo “ideal” (POPE et al.,
1999, 2001). Dessa forma, o uso de EAA comecou a se deslocar do dominio do
atletismo de elite para a comunidade em geral. Ao final dos anos 1980 e inicio dos
anos 1990, estudos epidemiologicos comecaram a documentar aumentos
substanciais no consumo de EAA por adolescentes e jovens adultos em diversos
paises (BUCKLEY et al., 1988; WILLIAMSON, 1993; YESALIS et al.,, 1993;
JOHNSTON et al.,, 2013), fazendo com que entidades publicas restringissem ou
proibissem o uso de EAA devido aos efeitos colaterais decorrentes do abuso destas

drogas (DOTSON; BROWN, 2007; KANAYAMA; HUDSON; POPE, 2008) (figura 1).



1935 — Testosterona foi isolada pela
primeira vez

1]

1940°s — Disseminagdo do uso da
testosterona e outros EAA para fins médicos

1968 — Comité Internacional Olimpico bane o
uso de EAA e inicia testes antidoping nos
jogos de Montreal

1970°s — Disseminacdo do uso de EAA entre
atletas de elite

1981 — Primeira edicdo do livro
“Underground Steroid Handbook” é
publicado

1983 — Segunda edigdo do livro
“Underground Steroid Handbook” é
publicado

1987 — O Colégio Americano de Medicina

Esportiva publica uma posigdo atualizada

sobre EAA, afirmando a eficacia destes no
ganho muscular

1988 — Buckley e cols publicam estudo no
qual 6,6% de estudantes americanos de 12
anos afirmam ter usado EAA

Inicio 1990°s —Surgem evidencias do uso de
EAA por atletas olimpicos alem3es
patrocinados pelo governo Alemao

Meados 1990°s —Estudos epidemiologicos
documentam uso de EAA entre estudantes do
Reino Unido, Africa do Sul, Escandinavia e

Australia

2004- O “Ato de controle do uso de EAA”
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as penalidades

2007— Administragdo de repreensdo as
drogas (DEA) dos EUA apreende 11,4 milhdes
de unidades de EAA

24

1939 — Ruzicka e Butenandt ganharam o
prémio Nobel pela sintese da testosterona

1954 — Russos usam EAA em campeonato
de levantamento de peso em Viena

S

1977 — Colégio Americano de Medicina
Esportiva publica artigo declarando que EAA
sdo ineficazes para crescimento muscular

B

1982 — “Conan o Barbaro” e “Rambo” sdo
langados em Hollywood

S

1985 — Manual “Guia de referéncia para uso
de EAA” é publicado
A
1988 — US Anti-drug abuse act de 1988
muda a distribui¢cdo de EAA de delito para
crime
I —
1989 — Fstudo “Monitorando o Futuro”

adiciona EAA ao questionario de avaliagdo
anual de adolescentes vinculados ao ensino
médio nos EUA

1991 — O “Ato de controle do uso de EAA”
se torna lei nos EUA, classificando EAA como
substancias controladas

2000 O “Instituto Nacional para o Abuso de
Drogas” dos EUA (NIDA) anuncia um
programa de educacdo publica conta os EAA

2006— A instituicdo de caridade britdnica
“Drugscope” noticia o crescimento do uso de
EAA em cidades inglesas

2008 Noticias veiculadas na midia relatam
uso de EAA por segurancgas privados no
Iraque e terroristas em Mumbai

2016- Escandalo de doping por atletas russos
afasta mais de 100 atletas dos jogos olimpicos
no Rio de Janeiro

Figura 1. Pontos temporais na evolugdo do uso ilicito de EAA. Adaptado de Kanayama e cols. (2008).
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1.1.2 Classificacdo e Mecanismo de Acao dos EAA

Apesar da diversidade, todos os EAA sdo derivados sintéticos da testosterona e
possuem uma estrutura basica com 19 atomos de carbono dispostos em quatro anéis
fundidos entre si, podendo ser agrupados em trés classes (figura 2) (CLARK;
HENDERSON, 2003). A primeira classe de EAA, usada principalmente como
compostos injetaveis, sdo derivados da esterificacdo do grupo 17-B hidroxila da
testosterona e sao representados pelos EAA propionato e cipionato de testosterona.
A esterificacdo retarda a degradacéo e prolonga a duragdo da acdo apoés a injecdo do
horménio, diminuindo o seu langcamento na corrente sanguinea (SHAHIDI, 2001).
Esteres de testosterona podem ser hidrolisados em testosterona livre, reduzidos a 5a-
di-hidrotestosterona (DHT), um andrégeno com maior atividade biolégica no receptor
androgénico (AR) do que a testosterona, ou aromatizados a estrogénio (MARTINI,

1982; WINTERS, 1990).

A segunda classe, denominada derivados da 19-nor-testosterona, também é
composta de ésteres de andrégenos injetaveis e inclui, entre outros, o EAA decanoato
de nandrolona (DN). Estes compostos possuem em conjunto com a adicdo de porcdes
de cadeias laterais longas uma substituicdo de um hidrogénio por um grupo metila na
posicdo C19, fazendo com que sua meia-vida seja ainda maior que os compostos da
classe | (SHAHIDI, 2001). EAA desta segunda classe possuem reduzida atividade
androgénica quando comparados a DHT, mas também podem ser aromatizados em

17 B-estradiol (RYAN, 1959; WINTERS, 1990).

A terceira classe de EAA engloba compostos alquilados no carbono C17, tais como
17 a-metiltestosterona e estanozolol. Devido ao fato de a alquilagdo retardar o

metabolismo pelo figado, este grupo de horménios é ativo por via oral (BASARIA;
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WAHLSTROM; DOBS, 2001). Nenhum dos esteroides 17 a-alquilados é convertido
em di-hidro compostos ou aromatizados a 17 [-estradiol, embora possam ser
convertidos em outros metabdlitos androgénicos e estrogénicos (WINTERS, 1990; DE

GOOYER et al., 2003).

Dentre os EAA existentes, o derivado da 19-nor-testosterona, DN, € um dos EAA mais
utilizados e estudados no mundo (KICMAN, 2008). Sintetizado em meados da década
de 50 (FRAGKAKI et al., 2009), DN € o produto da esterificacdo do EAA nandrolona
com o acido decandico, o que confere a droga a capacidade de aplicacdo
intramuscular e formacao de depdsito, mantendo a concentracdo em estado estavel
por 6-7 dias apOs a administracdo (SHAHIDI, 2001). A remocao do radical metil da
posicao 19 da molécula de testosterona confere maior resisténcia a metabolizacéo e
a aromatizacdo e aumenta a afinidade do DN pelos receptores androgénicos,
consequentemente aumentando os efeitos anabdlicos desta droga (FRAGKAKI et al.,
2009). No entanto, de forma contraria ao que ocorre com a testosterona, a 5 a-reducéo
da nandrolona diminui a afinidade da molécula pelo AR. Desse modo, em tecidos com
baixa atividade da 5 a-redutase (e.g. tecido muscular), o DN proporciona um potente
efeito anabdlico, ao passo que tecidos com alta atividade da enzima de metabolizacao
(e.g. prostata) possuem um efeito anabdlico negligente. Tal caracteristica faz com que
o DN apresente uma dissociacao favoravel dos efeitos miotréficos dos androgénicos,
bem como ha uma maior relagdo anabdlica:androgénica deste EAA (10) quando

comparada a testosterona (1) (KICMAN, 2008).
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Figura 2. Estruturas quimicas (A) da testosterona e seus metabolitos di-hidrotestosterona (DHT) e
estradiol gerados pela acdo das enzimas (1) 5a-redutase e (2) aromatase e (B) dos exemplos
representativos de cada uma das classes de EAA.

A diversidade das naturezas quimica e metabdlica dos hormdnios EAA faz com que
estes compostos possuam um complexo mecanismo de ac¢éao (figura 3). Com relacdo
a via de sinalizacao classica dos hormonios esteroides (detalhes em Aranda & Pascual
2001 e Wierman 2007), todos os EAA sdo ativos no AR e, portanto, possuem
propriedades androgénica e anabodlica (SAARTOK; DAHLBERG; GUSTAFSSON,
1984; FRAGKAKI et al., 2009). Entretanto, o grau de interacdo entre os EAA com o
AR nos tecidos-alvo € variavel, fazendo com que diferencas entre as atividades
anabolica/androgénica existam entre diferentes compostos. Além das acdes
mediadas via AR, os EAA também podem exercer suas ag¢les bioldgicas via

receptores estrogénicos (ERa, ERB e GPER) diretamente (ATTARDI et al., 2010) ou
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apos aromatizacdo (KICMAN, 2008), bem como através do receptor de progesterona

(PR) (ATTARDI; HILD; REEL, 2006).

O mecanismo de acdo dos EAA engloba os efeitos genémico e a nao-gendémico. De
acordo com o modelo classico de acdo gendmica, o esteroide entra na célula — por
difusdo passiva através da membrana lipidica ou assistido por proteinas
transportadoras - e se liga aos receptores de esteroides "sexuais" (AR, ER ou PR) que
estao localizados no citoplasma. A ligagdo hormdnio-receptor induz uma alteracéo
conformacional no receptor que € acompanhado pela dissociacdo de proteinas
acessorias, expondo, assim, o dominio de ligacdo ao DNA. O complexo horménio-
receptor se dirige ao nucleo, onde se liga ao DNA e modula a transcricdo de genes
através de interacdes com elementos de resposta hormonais (HRE) (LOSEL,;

WEHLING, 2003; WIERMAN, 2007).

O mecanismo de ac¢do nao-gendmica € definido por qualquer acdo mediada pela
ligacdo hormdnio-receptor que nao influencia a expresséao de genes diretamente, mas
impulsiona efeitos mais rapidos, tais como a ativacao de cascatas de sinalizacdo. Os
horménios esteroidais ao se ligarem a receptores acoplados as proteinas G induzem
uma resposta mediada por canais idnicos (e.g. resultando em aumento do [Ca*’]
intracelular) e/ou segundos mensageiros (e.g. resultando em ativacao de proteinas
quinases como PKA e PKC). Estes mensageiros intracelulares atuam diretamente em
proteinas efetoras, desencadeando respostas intracelulares e/ou indiretamente
promovendo acdo gendmica. A estimulacdo da proteina Gs (estimulatéria), por
exemplo, ativa a adenilato ciclase (AC), catalisando a formagdo de AMP ciclico
(AMPc), o que culmina na ativacéo da proteina quinase dependente de AMPc (PKA).
A PKA, por sua vez, fosforila o elemento de reposta do AMPc (CREB), que atua como

fator de transcricdo (FALKENSTEIN et al., 2000; LOSEL; WEHLING, 2003).
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Além da via classica, os EAA podem mediar efeitos rapidos por meio de interagfes
com sitios de ligacdo microssomal (LUZARDO et al., 2000), por meio da regulacdo
alostérica de enzimas envolvidas na biotransformacéo de esteroides (MOR et al.,
2001; PENATTI; PORTER; HENDERSON, 2009), e/ou pela modulacéo alostérica de

canais ionicos (OBERLANDER et al., 2012)

5.
Receptor GABA,

QO/ GPER1/mAR

Figura 3. Mecanismos de acao dos EAA conhecidos até o momento. Todos os EAA sé@o os androgenos
e tém acdo direta através da (1) ligacdo a receptores nucleares de androgénio (AR), bem como de
estrogénio a e B (ERa; ERB) e de progesterona (PR), promovendo a dimerizagao e translocagédo do
receptor para o nucleo, e (2) regulando a expressao génica através de interagdes com elementos de
resposta hormonais (HRE). Alguns EAA (tais como decanoato de nandrolona) também podem ser (3)
aromatizados a estrogénios ou exercer suas atividades através de (4) mecanismos ndo-gendmicos
(incluindo agBes putativas em receptores metabotrépicos acoplados a proteina G ligados a vias de
sinalizagdo segundos mensageiros). Alternativamente, EAA podem modular alostericamente o (5)
gating de receptores (e.g. GABAAa), e a (6) inibicdo da aromatase (e.g. metiltestosterona). GPERL:
receptor de estrogénio acoplado a proteina G; mAR: Receptor androgénico de membrana. Adaptado
de Onakomaiya & Henderson (2016).
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1.1.3 Efeitos Adversos do abuso dos EAA

Quando utilizados na pratica clinica, seguidos por orientacdo médica, a administracéo
dos EAA possui beneficio terapéutico e sdo razoavelmente seguros (KICMAN, 2008).
Em contrapartida, para os fins de melhora do desempenho esportivo ou para fins
cosmeéticos os usuarios de EAA tomam decisdes subjetivas sobre doses e tempo de
uso de tais medicamentos (e.g. combinacdo de diferentes EAA em doses
extremamente altas; duracdo da administracdo que variam de meses a muitos anos),
resultando em um rol de riscos a saude humana (NIESCHLAG; VORONA, 2015).
Embora a maioria dos efeitos adversos sejam reversiveis ap0s a interrupcao do uso
dos esteroides, muitos danos permanentes em diversos 0rgdos e sistemas sao
relatados em investigacdes retrospectivas, estudos de caso e de pesquisa basica em
animais (EVANS, 2004; URHAUSEN; ALBERS; KINDERMANN, 2004; NIESCHLAG;

VORONA, 2015).

Dados obtidos de estudos observacionais indicam que a maioria (88%-96%) dos
usuarios ilicitos de EAA experienciam pelo menos um efeito adverso leve, incluindo
acne, atrofia testicular, ginecomastia, estrias cutaneas e alteracdes no metabolismo
lipidico (CUNHA et al., 2004; EVANS, 2004). Relacionado ao aspecto reprodutivo, o
uso dos EAA exerce um efeito inibitério sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
(devido a retroalimentacdo negativa causada pelas elevadas concentracdes de
andrégenos exodgenos), resultando na supressdo da secre¢cdo dos horménios
luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH). No homem, a diminuicdo desses
hormbénios leva a uma queda na producdo e secrecdo de testosterona e,
consequentemente, casos de hipogonadotrofismo, disfungcao sexual, atrofia testicular,
reducdo na espermatogénese e producdo de esperma (BAHRKE; YESALIS, 2004,

NIESCHLAG; VORONA, 2015). Na mulher, virilizagdo (aumento de pelos faciais,
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engrossamento de voz, hipertrofia do clitéris), menarca tardia, dismenorreia,
amenorreia, anovulagcdo e, como sua consequéncia, infertilidade sédo as alteracdes
mais frequentemente atribuidas ao uso abusivo de EAA (FRANKE; BERENDONK,
1997; NIESCHLAG; VORONA, 2015). No sistema musculoesquelético, o abuso de
EAA pode levar a maior ocorréncia de lesdes musculo-tendinosas, por aumentar a
rigidez dos tenddes em consequéncia de alterac6es na estrutura do colageno. Se
consumido por adolescentes em idade pré-pubere, pode induzir o fechamento
epifisario precoce, levando a baixa estatura permanente (EVANS, 2004; DOTSON,;
BROWN, 2007; FRAGKAKI et al., 2009). No figado, os EAA podem causar
hepatotoxicidade, ictericia, colestase e neoplasias. Além disso, o aumento de diversas
enzimas hepaticas (e.g. aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase,
bilirrubina, desidrogenase lactica, fosfatase alcalina) foi relatado apés o uso de
esteroides, especialmente derivados 17a-alquilados (BAHRKE; YESALIS, 2004,

FRAGKAKI et al., 2009).

Apesar da ampla lista de alteracdes fisioldégicas causadas pelo uso EAA em doses
supra terapéuticas, os efeitos adversos mais reconhecidos sdo os relacionados ao
sistema cardiovascular (SCV) e alteragbes comportamentais. Agressividade,
ansiedade, depresséo, impulsividade, além de sindromes afetivas e psicoticas sdo as
manifestacbes comportamentais mais comumente reportadas na literatura apos o uso
de EAA (HALL; HALL; CHAPMAN, 2005; TRENTON; CURRIER, 2005; IP et al., 2015).
Por exemplo, homens adultos relatam euforia transitoria e hipomania no inicio do
curso de administracdo de EAA (THIBLIN; PETERSSON, 2005), mas usuarios de
longo prazo podem manifestar aumento da ansiedade e irritabilidade acentuada
(HALL; HALL; CHAPMAN, 2005; PAGONIS et al., 2006). Homens que administram

altas doses de EAA apresentam pontuacdes elevadas no SCL-90-R (questionario de
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90 sintomas), um sistema de auto relatério que inclui diferentes dimensdes de
ansiedade e no questionario de agressdo de Buss e Perry, o qual avalia diferentes
niveis de agressividade (agressao fisica, verbal, raiva e hostilidade) (POPE; KOURI,
HUDSON, 2000). Apesar de estudos clinicos randomizados serem restritos e
escassos devido a razdes éticas, 0s poucos que foram realizados também mostraram
aumento dos niveis de hostilidade e ansiedade dos participantes que receberam EAA
(SU et al., 1993; POPE; KOURI; HUDSON, 2000; PAGONIS et al., 2006). Estudos em
animais de laboratério reproduzem e confirmam as alteragcbes comportamentais
observadas em humanos, indicando agressividade e comportamentos tipo ansiedade
e depressdo em testes validados para tal finalidade (AGIS-BALBOA et al., 2009;
AMBAR; CHIAVEGATTO, 2009; RICCI; TR; MELLONI JR, 2013; RAINER et al., 2014;

ZOTTl et al., 2014).

Evidéncias sugerem que a sinalizagdo mediada por neurotransmissores classicos e
peptideos neuromoduladores em circuitos neurais responsaveis pela expressao de
agressao e ansiedade séo significativamente alterados direta ou indiretamente por
EAA. Por exemplo, a producdo de serotonina, acido gama-aminobutirico (GABA),
glutamato, dopamina, fator liberador de corticotrofina, neuropepitideo Y, nociceptina,
fator neurotréfico derivado do cérebro e/ou a expressdo de seus receptores podem
ser modificados ap6s uso de EAA (GRIMES; MELLONI, 2002; AMBAR,;
CHIAVEGATTO, 2009; OBERLANDER; HENDERSON, 2012a, 2012b; ZOTTI et al.,

2014).

Os efeitos negativos do abuso de EAA no SCV sdo muitos, tais como hipertrofia
ventricular, hipertensdo arterial, disfuncdo diastdlica, dislipidemia, arteriosclerose,
trombose, vasoespasmo, insuficiéncia cardiaca, infarto agudo do miocardio,

cardiomiopatia, arritmias ventriculares e morte subita (AHLGRIM; GUGLIN, 2009;
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ACHAR; ROSTAMIAN; NARAYAN, 2010; MONTISCI et al., 2012; MAIOR et al., 2013;
SEVERO et al., 2013). Baggish e cols. (2010) e outros autores (DI BELLO et al., 1999;
HASSAN; SALEM; SAYED, 2009) mostraram por meio de estudos ecocardiogréficos
em humanos que doses supra terapéuticas de EAA podem levar tanto a alteractes
morfolégicas quanto a funcionais do coragdo. Tais alteracdes incluem hipertrofia
miocardica, possiveis aumentos dos didmetros das camaras cardiacas, alteragdes de
funcdo diastdlica e relaxamento ventricular, e muito provavelmente um
comprometimento da funcéo contratil ventricular esquerda. Dados obtidos de estudos
em animais indicam que a insuficiéncia cardiaca, bem como outras alteragdes no
coracdo podem estar relacionados ao surgimento de fibrose, deposi¢do de colageno
intersticial, hipertrofia e apoptose de cardiomiécitos (FRANQUNI et al.,, 2013;
NASCIMENTO et al., 2015), aumento da atividade do sistema renina-angiotensina
(ROCHA et al.,, 2007; UGGERE DE ANDRADE et al.,, 2011), aumento do tonus
autondmico simpético (HASSAN; KAMAL, 2013) e da expressado de receptores [3-
adrenérgicos (DAS NEVES et al., 2013) e remodelamento elétrico do tecido cardiaco

(MEDEI et al., 2010).

Outrossim, usuarios de EAA apresentam um estado pré-trombético aumentado,
principalmente devido a uma maior ativacdo da agregacdo plaquetaria (AJAYI,
MATHUR; HALUSHKA, 1995). Wu & Von Eckardstein (2003) mostraram que
dosagens elevadas de EAA induzem aumento da expressao de moléculas de adeséo
nas paredes dos vasos, facilitando a ligacdo das plaquetas ao endotélio, mecanismo
gue contribui para o surgimento de aterosclerose. Alteragdes no metabolismo lipidico
também se somam aos fatores que contribuem para a formacdo do processo
aterogénico mediado pelo uso de EAA, com destaque para aumento dos niveis de

LDL e reducgéo de HDL (MELCHERT; WELDER, 1995; HARTGENS; KUIPERS, 2004;
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LANE et al., 2006). Ademais, tais alteracdes no perfil lipidico também estédo implicadas
com o surgimento de doenca arterial coronariana e danos na parede vascular arterial,
pois facilitam a iniciacdo de processo inflamatério (e.g. aumento do recrutamento de
macréfagos, aumento de citocinas inflamatérias) (WU; VON ECKARDSTEIN, 2003;

FRANQUNI et al., 2013; SEVERO et al., 2013; RIEZZO et al., 2014).

Além das citadas anteriormente, somam-se a lista de alteracfes mediadas pelo uso
de EAA e que facilitam o surgimento de doenca cardiovascular (DCV) a disfuncéo do
endotélio e da reatividade vascular (FERRER et al., 1994; LANE et al., 2006; SUN et
al.,, 2013), bem como a dessensibilizacdo de reflexos cardiovasculares (e.g.
barorreflexo e cardiopulmonar), como demonstrado por nosso grupo de pesquisa e
por outros (BEUTEL; BERGAMASCHI; CAMPOS, 2005). Bissoli e cols. (2009)
observaram pela primeira vez que o uso de altas doses de DN cronicamente (8
semanas) promove reducao na sensibilidade do Reflexo Bezold-Jarisch (RBJ), o que
foi posteriormente confirmado por Uggere de Andrade e cols. (2011) e por outros
estudos usando dose maior, porém com menor tempo de exposi¢do, 4 semanas

(FRANQUNI et al., 2013; LIMA et al., 2015).

Indmeras sdo as evidéncias de que os EAA acarretam um grande prejuizo para a
saude de ordem fisiolégica, bioquimica e comportamental. Todavia, vale ressaltar que
as implicagdes patoldgicas causadas pelos esteroides estao diretamente relacionadas
ao tipo de estrutura, dose e tempo de uso de tais drogas, bem como a idade e sexo
do usuério, como amplamente discutido em diversas revisfes de literatura (CLARK et
al., 2006; VANBERG; ATAR, 2010; OBERLANDER; HENDERSON, 2012a;

ONAKOMAIYA; HENDERSON, 2016).
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1.2 TONUS VASCULAR, FUNCAO ENDOTELIAL E SUAS IMPLICACOES SOBRE O

SISTEMA CARDIOVASCULAR

1.2.1 Mecanismos Fisiol6gicos da Regulacédo Vascular

Os vasos sanguineos fornecem a principal ligacao entre o coracao e os tecidos, e sua
saude e funcéo séo, portanto, fundamentais para homeostasia do SCV. Em condi¢des
basais, a maioria dos vasos de resisténcia e capacitancia exibem algum grau de
contracao do musculo liso que determina o diametro do vaso. Este grau de contracéo
sustentada do sistema vascular chama-se tdnus vascular, o qual regula a resisténcia
vascular periférica e, por conseguinte, o fluxo sanguineo tecidual regional e a presséo
sanguinea sistémica exercendo (FRIES; FRIES; WESOLOWSKI, 1963; ORSHAL;

KHALIL, 2004).

A regulacdo do tdnus vascular é realizada por mecanismos de controle centrais
(extrinsecos) e influéncias locais que séo intrinsecas aos tecidos e ativam a contragao
ou relaxamento das células do musculo liso vascular. Os processos de controle central
gue tém impacto sobre o fluxo sanguineo incluem aferéncias nervosas e humorais
(e.g. neurotransmissores liberados pelas terminacdes nervosas e horménios
circulantes, respectivamente) enquanto os mecanismos reguladores locais incluem
fatores metabolicos, mecéanicos, endoteliais e paracrinos (FURCHGOTT;
VANHOUTTE, 1989; JACKSON, 2000; ALDHAHI; HAMDY, 2003; FELETOU;
VANHOUTTE, 2009; KAWASAKI et al., 2011). Dentre estes, o endotélio possui papel
de destaque na manutencéo da homeostase vascular, devido ao fato de (1) se integrar
anatomicamente a vasculatura (endotélio € uma camada Unica de tecido pavimentoso

localizado entre o sangue o musculo liso vascular), (2) criar uma interface entre os
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mecanismos de regulagcéo neuronais e humorais e (3) secretar fatores vasoativos que
contribuem para a promog¢&o de um ambiente protetor contra o desenvolvimento de

aterosclerose (SANDOO et al., 2010; WIDMER; LERMAN, 2014).

Além da sua participacdo no controle da resisténcia vascular, o endotélio também
desempenha um papel dindmico em processos inflamatérios, crescimento vascular,
migragdo celular, formagdo de e interagdo com moléculas da matriz extracelular,
metabolismo lipidico e regulacdo da permeabilidade capilar (DANIEL; IVES, 1989;
VANHOUTTE; FELETOUM; TADDEIM, 2005). De fato, € bem estabelecido que o
endotélio apresenta a capacidade de detectar um grande nimero de substancias
guimicas na corrente sanguinea e no tecido intersticial, bem como alteracdes
mecanicas decorrentes da distensdo secundaria a alteracdes na pressao transmural
do vaso e na forca de cisalhamento. Em resposta a estes estimulos quimicos e
mecanicos, as células endoteliais secretam substancias e/ou geram sinais eléctricos
gue modulam as respostas contrateis do musculo liso subjacente (KORTHUIS, 2011;
RAJENDRAN et al., 2013). A figura 4 exemplifica alguns mecanismos de controle
vasomotor e as interacdes entre fatores relaxantes e contrateis produzidos pelo

endotélio com a célula do musculo liso vascular subjacente.

Dentre os fatores vasoativos secretados pelo endotélio, os principais fatores
relaxantes incluem o 6xido nitrico (NO), fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) e prostaciclina (PGIz), enquanto os principais vasoconstritores englobam
endotelina, angiotensina Il, espécies reativas de oxigénio (EROS), tromboxanos e
algumas prostaglandinas (figura 4) (SADER; CELERMAJER, 2002; FELETOU;

VANHOUTTE, 2009; SANDOO et al., 2010).
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Figura 4. Mecanismos de controle vasomotor (painel superior), e interac8es entre fatores relaxantes e
contrateis derivados do endotélio modulando o ténus da célula do musculo liso vascular subjacente.
Kca: canal de potassio ativado por célcio; Katp: canal de potéssio ativado por ATP; Kv: canal de potassio
voltagem dependente; Kir: canal de potéassio retificador de influxo; Trp: receptor de potencial transiente;
O:2: oxigénio; ATP: adenosina trifosfato; NO: éxido nitrico; eNOS: éxido nitrico sintase endotelial; L-Arg:
L-arginina; TXA2: tromboxano A2 e seu receptor; 5HT: 5-hidroxitriptamina e seu receptor; PMNSs:
leucdcitos polimorfonucleares; Oz &nion superdxido; H202: peréxido de hidrogénio; TNF: fator de
necrose tumoral e seu receptor (TNFR); LTC4: leucotrieno C4; LTR: receptor de leucotrieno; MMP:
metaloproteinases da matriz; P2: receptor purinérgico tipo 2; M: receptor muscarinico; Hi e Hz:
receptores de histamina; Bz: receptor de bradicinina; ECE: enzima conversora de endotelina; ET-1:
endotelina 1; ETa: receptor de endotelina tipo A; ETs: receptor de endotelina tipo B; COX-1: ciclo-
oxigenase 1;PG: prostaglandinas; AA: acido araquidbnico; IP: receptor de prostaciclina; CYP450:
citocrono P450; EDHF: fator hiperpolarizante derivado do endotélio; ACE: enzima conversora de
angiotensina; Al: angiotensina I; All: angiotensina Il; ATa: receptor de angiotensina tipo I; ATz2: receptor
de angiotensina tipo Il; VGCC: canal de calcio dependente de voltagem; EETs: acidos
epoxieicosatrienoicos; HETEs: acidos hidroxieicosatetraenoico; ai: receptor adrenérgico ai; ao:
receptor adrenérgico az; B2: receptor adrenérgico B2; Y1: receptor do neuropeptideo Y; P1: receptor
purinérgico tipo 1; IL: receptor de interleucinas; cGMP: Monofosfato Ciclico de Guanosina; cAMP:
Adenosina Monofosfato Ciclico. Adaptado de Korthuis (2011).
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A participacdo do endotélio na regulacdo do tbnus do musculo liso vascular foi
reconhecida somente em 1980, quando Furchgott e Zawadziki observaram que anéis
de aorta de coelhos relaxavam mediante aplicagao de acetilcolina apenas na presenca
de um endotélio intacto (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Este fator liberado pelo
endotélio recebeu inicialmente o nome de fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF), o qual posteriormente foi identificado como NO (IGNARRO et al., 1987,
PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987). No decorrer dos ultimos anos estudos vem
mostrando o papel fundamental do NO na manutencg&o do tonus arterial de repouso
(MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; SADER; CELERMAJER, 2002; MULLER,;
MORAWIETZ, 2009), bem como o de principal agente vasodilatador em vasos de
condutancia e, mais recentemente, em vasos de resisténcia (WOODMAN;
WONGSAWATKUL; SOBEY, 2000; PANIAGUA; BRYANT; PANZA, 2001,

CHATTERJEE; CATRAVAS, 2008; CALIMAN et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014).

O NO ¢ sintetizado pela éxido nitrico sintase (NOS), sendo descritas trés isoformas
desta enzima: eNOS (endotelial), nNOS (neuronal) e iINOS (induzida)
(FORSTERMANN et al., 1994). As isoformas eNOS e nNOS s&o constitutivamente
expressas e tem sua ativacao dependente do complexo céalcio-calmodulina, enquanto
a expressdo de iINOS é induzida em células vasculares endoteliais e lisas apoés
exposicdo a estimulos inflamatorios e sdo ativadas independente do ion calcio
(NAWATE et al., 2005). Apos sua producédo, o NO difunde-se rapidamente até as
células musculares lisas onde estimula a enzima guanilato ciclase soluvel (GC),
consequentemente promovendo um aumento da concentracdo intracelular de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). O aumento dos niveis do segundo
mensageiro GMPc ativa proteinas quinases dependentes de GMPc (PKG) as quais

promovem relaxamento pela reducéo de calcio intracelular ou pela hiperpolarizacéo
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da célula muscular via ativacao de canais de potadssio (MONCADA; PALMER; HIGGS,
1991; SANDOO et al., 2010; KORTHUIS, 2011). O NO também pode promover
relaxamento atuando de forma independente do PKG através da ativacdo direta dos
canais de potéssio ativados por célcio, promovendo hiperpolarizagdo muscular

(BOLOTINA et al., 1994).

Uma grande variedade de substancias vasoativas, incluindo fatores fisicos e quimicos,
ativam a NOS, estimulando a producdo de NO. Dentre estes estdo estiramento
vascular produzido por aumento da pressao arterial, estresse de cisalhamento,
agregacdo plaquetaria, histamina, catecolaminas, vasopressina, bradicinina,
adenosina, serotonina, acetilcolina e noradrenalina (FELETOU; VANHOUTTE, 2009;
KORTHUIS, 2011). Além da acéo vasodilatadora, o NO também esta envolvido na
prevencao da ativacao de plaquetas e leucocitos e sua aderéncia a parede do vaso

(MONCADA,; PALMER; HIGGS, 1991).

Outras substancias liberadas pelo endotélio com poder vasomotor s&do o0s
prostanoides (PGs). Estes sdo derivados do &cido araquidénico (AA) e podem
promover tanto vasoconstricAo como vasodilatacdo e, por este motivo, estdo
diretamente relacionados ao controle do ténus e da reatividade vascular em condi¢des
fisiologicas e patologicas (CAUGHEY et al., 2001). As células endoteliais expressam
ciclo-oxigenase (COX), que converte o AA em prostaglandina H2 (PGH2), um substrato
para a formacgao de PGI2, considerado o principal prostanoide vasodilatador endotelial.
A PGH: também pode ser convertida em outros PGs vasoativos, incluindo por
exemplo a prostaglandina E2 (vasodilatadora) e o vasoconstritor tromboxano A2
(BABER et al., 2005). A PGlI2 induz relaxamento vascular através da sua ligacéo a
receptores especificos acoplados a proteina Gs (estimulatéria) nas células do musculo

liso que, quando ativados, estimulam a AC e, consequentemente, produzem aumento
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dos niveis intracelulares de AMPc. O AMPc ativa a PKA que, assim como a PKG,
fosforila diversas proteinas, reduzindo o célcio intracelular e promovendo relaxamento
(WRIGHT et al.,, 2001; BOS et al.,, 2004). Entretanto, a contribuicdo da PGI2 no
relaxamento mediado pelo endotélio é relativamente pequena em diversos leitos

vasculares.

Em numerosos segmentos vasculares de diferentes espécies, incluindo humanos, foi
demonstrado que as respostas de relaxamento vascular dependente do endotélio ndo
s&o totalmente explicadas pela liberagdo de NO e PGs (FELETOU; VANHOUTTE,
2009). Mesmo em presenca de inibidores da COX e da NOS ambos estimulos
guimicos e mecanicos induzem uma resposta de relaxamento residual, propondo-se
desta forma que as células endoteliais podiam liberar outro fator que induzia a
hiperpolarizagdo da membrana muscular lisa e, assim, causar relaxamento (COHEN;
VANHOUTTE, 1995; BRANDES et al., 2000; HOEPFL et al., 2002). Este fator recebeu
o nome de EDHF (TAYLOR; WESTON, 1988) e, apesar de sua identidade ainda néo
ser bem estabelecida, muitas evidencias apontam como possiveis candidatos a EDHF
produtos derivados do metabolismo do citocromo P450, EROS (como perdxido de
hidrogénio ou superoxido), potassio extracelular, 4cidos epoxieicosatrienoicos ou
mesmo o acoplamento elétrico entre as células endoteliais e musculares lisas através
de jungbes comunicantes (gap junctions) (EDWARDS et al., 1998; FISSLTHALER et
al., 1999; GRIFFITH; TAYLOR, 1999; MATOBA et al., 2000; SANDOW, HILL, 2000;
FELETOU; VANHOUTTE, 2009; SHIMOKAWA, 2010; JENNINGS et al., 2015). A
vasodilatacdo induzida pelo EDHF ocorre com participacdo ativa dos canais de
potassio presentes nas células do musculo liso vascular. Em geral, as respostas
mediadas pelo EDHF envolvem o aumento de Ca*?intracelular, que ao ser liberado,

induz vasodilatacdo por meio da abertura dos canais de K* ativados por Cat*?
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(FELETOU; VANHOUTTE, 2009). A contribuicidio do EDHF no processo de
relaxamento vascular é significativamente maior em vasos de resisténcia que em

vasos de grande diametro (WOODMAN; WONGSAWATKUL; SOBEY, 2000).

Em condi¢cdes normais, as respostas de relaxamento dependente do endotélio séo
geralmente atribuidas a sintese e liberacdo de NO, PGl: e EDHF (FURCHGOTT;
VANHOUTTE, 1989). Entretanto, o endotélio modula a vasomog¢ao ndo somente por
acdo destas substancias, mas também por um aumento no ténus constritor através
da geracao de endotelina, PGs vasoconstrictores, angiotensina Il e &nion superéxido
(O2), por exemplo (RAY; SHAH, 2005; VANHOUTTE; FELETOUM; TADDEIM, 2005).
Esses agentes vasoconstritores agem predominantemente em nivel local, mas
também podem exercer alguns efeitos sistémicos e tém um papel na regulacdo da
estrutura e remodelamento vascular (DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007). A
resposta vascular que permite obter um ténus basal fisiolégico resulta da interacéo de
todos os fatores, vasoconstritores e vasodilatadores, e qualquer desequilibrio na

liberacdo destes resulta numa situacao patologica.

A disfuncéo endotelial representa uma mudanca de um fendtipo quiescente para um
estado reativo, no qual geralmente ha menor producdo e/ou disponibilidade de
vasodilatadores (principalmente NO) ou aumento da producéo de fatores constritores
pelas células endoteliais (HADI; CARR; AL SUWAIDI, 2005). E considerada um
denominador comum de todas as patologias cardiovasculares, tais como hipertensao
arterial, hipercolesterolemia, aterosclerose, insuficiéncia cardiaca, doengas
isquémicas e também estd associada aos fatores de risco que predispbéem as
patologias cardiovasculares, tais como o tabagismo, diabetes e envelhecimento (CAI;
HARRISON, 2000; DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007; VERSARI et al., 2009;

WIDMER; LERMAN, 2014).
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1.2.2 Hormoénios Sexuais, EAA e Funcao Vascular

Embora seja reconhecida a diferenca na prevaléncia e severidade de DCVs entre
sexos, a existéncia de diferencas na funcdo vascular entre homens e mulheres
somente foi reconhecida nas ultimas décadas (HAYWARD; KELLY; COLLINS, 2000).
A incidéncia de DCVs, por exemplo, € maior em homens entre 30-50 anos quando
comparados a mulheres de mesma idade (WU; VON ECKARDSTEIN, 2003; WANG
et al., 2012). Entretanto, este beneficio feminino se suprime com o estabelecimento
da menopausa, mostrando o efeito cardioprotetor dos hormdénios sexuais femininos
(KNOWLTON; LEE, 2012). Adicionalmente, estudos realizados em segmentos
arteriais de animais indicam que a reatividade vascular induzida por agentes
vasoativos nao é diferente entre machos intactos e castrados, ao passo que vasos
obtidos de fémeas ovariectomizadas apresentam menor dilatagdo e/ou maior
contracdo que o de fémeas intactas de mesma idade (CREWS; KHALIL, 1999;
KANASHIRO; KHALIL, 2001; BARRON; GREEN; KHALIL, 2002), sugerindo que as
diferencas sexuais no tonus vascular sdo provavelmente relacionadas ao estrogénio

do que aos andrégenos.

A regulacéo da funcéo vascular pelos horménios sexuais € dependente (1) dos niveis
circulantes de 17B-estradiol, testosterona e em certo grau, progesterona, (2) da
expressdo dos receptores destes hormbnios em ambas células endoteliais e do
musculo liso vascular, e, finalmente (3) da interacdo horménio-receptor (GARGETT
et al., 2002; SADER; CELERMAJER, 2002; WELTER et al., 2003; ARNAL et al., 2010;
TORRES-ESTAY et al., 2015). As ac¢des dos hormdnios sexuais sobre o vaso incluem

a alteragdo ou modulacéo do fluxo de ions e expressao de receptores nas células
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musculares lisas bem como a modulacao da producéo e atividade de fatores derivados
do endotélio. O estrogénio exerce efeito vasodilatador direto sobre o musculo liso
vascular, inibindo canais de célcio voltagem dependente do tipo L (RUEHLMANN et
al., 1998) ou ainda estimulando o efluxo de potassio (VALVERDE et al., 2000). No
endotélio, o estrogénio regula a ativacéo de enzimas e a transcrigdo de varios genes
de modo a proporcionar efeitos vasodilatadores, inibicdo da proliferacao celular e
agregacdao plaquetéria, reducao do estresse oxidativo e inflamacdo (TOSTES et al.,

2003; ARNAL et al., 2010; KNOWLTON; LEE, 2012) (figura 5).

Através da interagdo com seus receptores (ERa, ERB e GPER), alguns mecanismos
pelos quais o estrogénio atua no controle vascular sédo por meio da estimulacdo da
producdo de NO [aumentando a atividade da eNOS, da PI3K, Akt, ERK 1/2, e MAP
guinases (envolvidas em vias de sinalizacdo ndo-genémica)] e de PGI2 (aumento das
atividades da sintase de prostaciclina e da COX) (WAKASUGI et al., 1989; HAYNES
et al., 2000; SIMONCINI et al., 2000; ORSHAL; KHALIL, 2004). O estrogénio também
promove a reducdo (1) dos niveis circulantes de endotelina, (2) da atividade da
NADPH oxidase (principal enzima produtora de EROS no endotélio), (3) do estresse
oxidativo induzido por angiotensina Il e (4) da expressdo de receptores AT1 na
membrana da célula do musculo liso vascular (NICKENIG et al., 2000; WEBB et al.,
2000; GRAGASIN et al., 2003; CALIMAN et al., 2013). Outros exemplos ndo menos
importantes séo a inibicdo da expressao de moléculas de adesao na parede vascular
induzida pelas citocinas inflamatorias TNF-a e IL-6, bem como a inibicdo da ativacao
de fatores de transcricdo de mediadores inflamatorios, como o NFkB (MILLER,;

DUCKLES, 2008; XING et al., 2009).

Contrariamente aos efeitos benéficos bem caracterizados do estrogénio sobre a

regulagéo vascular, as acdes da progesterona e seus derivados sdo menos evidentes.
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Enquanto alguns estudos apontam que este hormonio possa estimular a producgéo de
NO (SELLES et al., 2002; PANG; DONG; THOMAS, 2015), reduzir a expressao de
moléculas de adeséao leucocitaria (SIMONCINI et al., 2004) e restaurar o controle do
tonus endotelial em situagGes de deficiéncia de estrogénio (CHATAIGNEAU et al.,
2004), outros autores mostram inibicdo do relaxamento ou mesmo uma atenuagao
dos efeitos benéficos induzidos pelo 17B-estradiol sobre o tecido vascular quando
associado a terapias com progesterona (MILLER; VANHOUTTE, 1991; MERCURO et

al., 1999; MIKKOLA; VIINIKKA; YLIKORKALA, 2000).

Com relacdo a modulacdo da reatividade vascular pela testosterona, dados da
literatura mostram-se controversos. O aumento dos niveis circulantes deste hormdnio
estao associados a diminuicdo da funcdo endotelial via reducao da biodisponibilidade
de NO, PGI2 e EDHF (NAKAO et al., 1981; GONZALES; KRAUSE; DUCKLES, 2004;
PARK et al., 2004), bem como aumento do estresse oxidativo (SKOGASTIERNA et
al., 2014), resultando em menor relaxamento dependente do endotélio e aumento da
vasoconstricdo (FARHAT et al., 1995; AMMAR; SAID; HASSAN, 2004; TOOT et al.,
2011). Por outro lado, diversos autores propuseram que a testosterona poderia induzir
relaxamento vascular dependente e independentemente do endotélio em artérias
coronarias e aorta (YUE et al., 1995; CHOU et al., 1996; CREWS; KHALIL, 1999;
ROUVER et al., 2015), possivelmente através do bloqueio de canais de calcio
associados a membrana (JONES et al., 2002) e abertura de canais de potassio (DING;
STALLONE, 2001). N&o obstante, NO e EDHF também foram mostrados como sendo
estimulados pela testosterona (HONDA; UNEMOTO; KOGO, 1999; TEP-AREENAN;

KENDALL; RANDALL, 2002; PUTTABYATAPPA et al., 2013) (figura 5).
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Efeitos Vasculares do Estrogénio
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Figura 5. A¢Bes vasculares do estrogénio e da testosterona. NO: éxido nitrico; PGI2: prostaciclina;
EDHF: fator hiperpolarizante derivado do endotélio; CMLV: células do musculo liso vascular; BKca:
Canais de potéssio ativados por célcio de alta condutancia. Adaptado de dos Santos e cols. (2014)

Assim como a testosterona, os efeitos dos EAA sobre a vasculatura também séo
conflitantes. Além disso, poucos sdo os estudos abordando o mecanismo de acdo
destes esteroides sintéticos sobre a fungdo vascular e endotelial. Ebenbichler e cols.
(2001) e Lane e cols. (2006) examinaram a fungdo arterial de fisiculturistas usuérios
de EAA por meio da dilatacdo mediada por fluxo (dependente do endotélio) e induzida
por nitroglicerina sublingual (independente do endotélio), observando menor dilatagéo

dos usuérios em relacdo ao grupo controle. Outros autores, no entanto, ndo

observaram anomalias estruturais ou funcionais em artérias sistémicas ou alteracédo
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na funcdo vascular em usuéarios de EAA ao empregar metodologia semelhante a
descrita anteriormente (SADER et al., 2001; HASHEMI et al., 2005). As observacgdes
descritas em humanos também se estendem aos estudos utilizando animais, com
relatos de EAA em doses supra terapéuticas ndo modificando (CUNHA et al., 2005;
FRANQUNI et al., 2013) ou induzindo um prejuizo na reatividade vascular em ambos
vasos de condutancia e resisténcia (FERRER et al., 1994; SUN et al., 2013). Os
mecanismos pelos quais os EAA induzem disfungéo vascular parecem envolver a via
do NO (KASIKCIOGLU et al., 2007; SUN et al.,, 2013) e o aumento da ades&o

leucocitaria nas células endoteliais (MCCROHON et al., 1999).

1.3 EXERCICIO FISICO E EAA

A atividade fisica regular é considerada um importante componente na promocéao de
saude e estilo de vida saudavel. Tal informacéo é reforcada por inUmeros estudos que
ligam a atividade fisica regular a uma ampla gama de beneficios para a saude fisica
e mental, incluindo a reducéo do risco de desenvolvimento de doencas cronicas néo
transmissiveis, como as DCVs (KRUK, 2007; BOOTH; ROBERTS; LAYE, 2012;
APOSTOLOPOQULOS et al., 2014; LAVIE et al., 2015). A atividade fisica € eficaz na
reducdo do indice de massa corporal e tecido adiposo, aumenta a resisténcia dos
musculos, 0ssos e articulacdes, melhora o perfil lipidico, inflamatério e a sensibilidade
a insulina, reduz a presséo arterial, assim como possui efeitos benéficos sobre
depressao e ansiedade (MORAES et al., 2012a, 2012b; THOMPSON et al., 2012;
JOSEFSSON; LINDWALL; ARCHER, 2014; PASSOS; GONCALVES, 2014

RODRIGUES et al., 2014; LIRA et al., 2015).
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atividade fisica é definida como
“qualquer movimento corporal produzido pelos musculos esqueléticos que requer
gasto de energia” (ORGANIZATION, 2016) podendo ser categorizada em
ocupacional, condicionada a alguns tipos de esportes ou mesmo afazeres domésticos
(e.g. subir e descer escadas, jardinagem, caminhadas, danca). O elemento comum &
gue estas atividades resultam em gasto de energia substancial, embora a intensidade
e duracdo possam variar consideravelmente (CASPERSEN; POWELL,;
CHRISTENSON, 1985). O exercicio (ou exercicio fisico) fica, neste interim,
classificado como uma subcategoria de atividade fisica na qual movimentos corporais
repetitivos, planejados e/ou estruturados séo realizados para melhorar ou manter um

ou mais componentes da aptiddo fisica (HOWLEY, 2001).

De acordo com suas caracteristicas, o exercicio pode ser classificado como exercicio
aerdbico ou de resisténcia. O exercicio aerdbico se caracteriza por movimentos
voluntarios com processos metabdlicos de producdo de energia dependente de
oxigénio, em que o sistema cardiorrespiratério € determinante (e.g. corrida e ciclismo)
(HOWLEY, 2001). Tal exercicio caracteriza-se pelo aumento do fluxo sanguineo
central e periférico e por promover maior capacidade das fibras musculares em gerar
uma maior quantidade de adenosina trifosfato (ATP) (SILVA, 2013). Em contraste, no
exercicio contra-resisténcia ocorrem contracdes voluntarias da musculatura
esquelética de um determinado seguimento corporal contra alguma resisténcia
externa (e.g. levantamento de peso e musculacdo) (CAL ABAD et al., 2010). Dessa
forma, os exercicios de resisténcia proporcionam aumento de forca, poténcia,
resisténcia muscular localizada, equilibrio e/ou coordenacdo motora, dependendo da
especificidade do programa, carga e numero de repeticbes (KRAEMER; RATAMESS,

2004).
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Por apresentarem propriedades mecanicas diferentes, os efeitos agudos produzidos
por cada tipo de exercicio fisico (aerébico e contra-resisténcia) sao distintos e ja foram
documentados especialmente em relacdo as variaveis musculares (KRAEMER,;
RATAMESS, 2004) e hemodinamicas (BRUM et al., 2004). Em uma revisao realizada
por Cardoso e cols. (2010) acerca dos efeitos agudos e cronicos dos exercicios
aerdbico e contra-resisténcia sobre a pressao sanguinea, as ac¢fes favoraveis do
exercicio aerdbico na reducdo da pressao arterial em pacientes normotensos e
hipertensos foram claras, sendo este tipo de exercicio indicado como ferramenta nao-
farmacoldgica no controle e tratamento da hipertensédo. Os dados provenientes de

exercicios contra resisténcia, por outro lado, ndo foram conclusivos.

De fato, as modificacdes fisioldgicas induzidas pelo exercicio aerdbico e que
contribuem para a obtencdo de um fendétipo cardioprotetor sdo bem descritas na
literatura e incluem, por exemplo, melhora da fungéo vascular e endotelial, mudancas
anatdmicas e fisioldégicas nas artérias coronarianas, aumento na capacidade cardiaca
antioxidante, melhor fung&o contratil cardiaca (GOLBIDI; LAHER, 2011; ASHOR et al.,
2015; SIASOS et al., 2015; LEE; OH, 2016). Os exercicios contra-resisténcia, por sua
vez, proporcionam modificagbes musculoesqueléticas benéficas evidentes e
comprovadas (KING, 2001), ao passo que os efeitos cardiovasculares desse tipo de
exercicio foram pouco estudados e, em relacdo as variaveis como pressao arterial de
repouso (LUCIA et al., 2003; CARDOSO et al., 2010; MORAES et al., 2012a), fungéo
vascular e endotelial (ASHOR et al., 2015; SIASOS et al., 2015), complacéncia arterial
(MIYACHI et al., 2004), e funcao cardiaca (MELO et al., 2015) os dados se mostram
bastante controversos. De maneira geral, as adaptacdes fisiologicas induzidas pelo
exercicio ou atividade fisica sdo agudos (ocorrem nas primeiras horas apés uma

sessdo de atividade fisica) ou cronicos (ocorrem ao longo do tempo devido a
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alteracbes na estrutura ou na funcéo de varios sistemas, independente dos efeitos
agudos) e variam de acordo com idade, sexo, predisposi¢cdes genéticas e perfil do

exercicio (tipo, duracgdo, frequéncia, intensidade) (LAVIE et al., 2015).

O exercicio fisico, principalmente o do tipo contra a resisténcia, € frequentemente
associado a agentes ergogénicos (fator ou fenbmeno que aprimora o desempenho,
ndo apenas atlético, mas também emocional e psiquico para a realizacéo do trabalho
fisico) com a finalidade de melhorar o desempenho das atividades fisicas (THEIN;
THEIN; LANDRY, 1995). Os recursos ergogénicos incluem componentes nutricionais
(e.g. carboidratos, proteinas, vitaminas), fisiologicos (e.g. adaptacdo a altitude,
aumento de glébulos vermelhos), psicolégicos (e.g. auto verbalizacGes, ensaios de
projecbes), mecanicos (e.g. equipamentos e tipos de traje/vestimenta) ou
farmacolégicos (STRICKER, 1998; CUNHA et al., 2004). Estes ultimos s&o, no
entanto, 0s mais conhecidos e representam um grande problema ético e para a prépria

legislacdo esportiva (BARROS NETO, 2001).

Dentre os agentes ergogénicos farmacolégicos, os EAA ocupam lugar de destaque,
sendo o grupo de substancias mais utilizadas no processo de doping e copiladas na
lista de substancias proibidas da Agéncia Mundial Anti-Doping (WORLD ANTI-
DOPING AGENCY - WADA, 2017). O efeito anabolizante destes compostos
associado a pratica de exercicios com pesos proporciona aos usuarios praticantes de
modalidades esportivas profissionais bem como aos usuarios de EAA recreacionais
aumento das reservas energéticas musculares, da massa muscular e resisténcia ao
treinamento de alta intensidade (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002; CUNHA
et al., 2006). Todavia, estudos experimentais prévios indicam uma associacao
negativa entre o uso de EAA em doses supra terapéuticas e os efeitos benéficos sobre

0 SCV conferidos pela pratica do exercicio fisico.
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As adaptac6es fisiolégicas promovidas pelo exercicio fisico regular sobre a funcéo
vascular sdo perdidas quando a atividade fisica € associada ao uso de EAA. Sun e
cols. (2013) descreveram que anéis de aorta provenientes de ratos machos tratados
com DN por 8 semanas e submetidos a corrida em esteira apresentaram um menor
relaxamento vascular, menor biodisponibilidade de NO e expresséo proteica de eNOS
bem como menor expressdo de marcadores enddgenos antioxidantes (catalase e
superoxido dismutase) quando comparado aos segmentos arteriais obtidos de
animais treinados e tratados com veiculo. Dados similares de atenuacdo das
respostas adaptativas vasculares ao exercicio foram mostrados por Bruder-

Nascimento & Cordellini (2011) utilizando um diferente protocolo de exercicio.

A protecao conferida pelo exercicio fisico sobre coragcédo também é perdida com o uso
de EAA. A associacao do tratamento com DN com exercicio fisico quando comparado
ao exercicio fisico isolado, por exemplo, levou a um aumento da frequéncia cardiaca,
hipertrofia cardiaca patolégica, prejuizo da funcdo contratil durante protocolo de
isquemia-reperfusdo e atenuacdo da vascularizacdo induzida pelo exercicio
(resultando em prejuizo do fornecimento de oxigénio ao miocardio) em roedores
(TAGARAKIS et al., 2000; DAS NEVES et al., 2013; HASSAN; KAMAL, 2013). Outros
estudos apontam disfuncdo parassimpatica e alteracdes na repolarizacao ventricular
(MARQUES NETO et al., 2013), reducao da atividade de enzimas antioxidantes no
ventriculo esquerdo (CHAVES et al., 2006) e prejuizo na hemodinamica ventricular

esquerda (aumento da +dP/dt e reducédo da -dP/dt) (ROCHA et al., 2007).

Corroborando os dados obtidos de estudos em animais, Maior e cols. (2013)
mostraram que EAA induziram disfuncdo autonémica cardiaca (dominéncia simpatica
e reduzida modulacédo vagal da frequéncia cardiaca) em individuos praticantes de

atividades fisicas. Urhausen; Albers; Kindermann (2004) demonstraram que, mesmo
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apos anos de descontinuacao do uso de EAA, atletas de levantamento de peso ainda
mostram hipertrofia ventricular esquerda concéntrica em comparagdo com atletas do
mesmo tipo de esporte e que nunca fizeram uso de esteroides. Adicionalmente,
diversos relatos de caso vinculam o uso de EAA a morte de fisiculturistas ou
praticantes de exercicios fisicos contra a resisténcia (FINESCHI et al., 2001,

SAHRAIAN et al., 2004; AHLGRIM; GUGLIN, 2009).

1.4 JUSTIFICATIVA

O uso de EAA para fins estéticos ou ergogénicos tornou-se mais difundido nos ultimos
40 anos, entretanto as informagdes clinicas referentes aos efeitos adversos causados
por tais drogas permanecem pouco conhecidas e pouco investigadas. Apesar da
midia influenciar uma mudanca no perfil de usuérios ilicitos de EAA de atletas de elite
para a comunidade em geral bem como o uso destes compostos entre adultos do sexo
masculino, relatos mostrando a autoadministracdo de doses supra terapéuticas de
EAA por adolescentes em idade escolar e mulheres (CLARK et al., 2006) tem causado

preocupacao de integrantes das politicas de saude publica e da comunidade cientifica.

Dados epidemiolégicos apontam que o consumo de EAA é maior entre homens que
em mulheres (SAGOE et al.,, 2014). Todavia, algumas centenas de milhares de
usuarios atuais de EAA sdo meninas e mulheres jovens (ELLIOT et al.,, 2007,
EISENBERG; WALL; NEUMARK-SZTAINER, 2012), grupo que apresenta o
crescimento mais acentuado de usuarios ilicitos de esteroides (JOHNSTON et al.,
2013). As consequéncias indesejaveis do abuso de EAA tém um efeito prejudicial

particular em mulheres e adolescentes. Nestes Ultimos, a exposicao a altos niveis de
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esteroides sintéticos durante a fase de desenvolvimento bioldgico e comportamental,
gue € altamente hormdnio-sensivel, pode acarretar alteracdes fisicas, psicologicas e
comportamentais irreversiveis (SATO et al.,, 2008). Em mulheres, alteracdes na
fisiologia reprodutiva e enddcrina, geralmente permanentes, representam
preocupacdes adicionais sobre os efeitos da exposi¢cédo cronica a EAA (PENATTI et

al., 2011; BELARDIN et al., 2014).

Embora o nimero de usuérios ilicitos de EAA do sexo feminino ndo seja tédo
expressivo quando comparado ao sexo oposto, compreender a influéncia de fatores
como sexo sobre a resposta fisiologica frente ao abuso de esteroides € de grande
importancia. Mais especificamente, o entendimento das acdes sexo-especificas dos
EAA sobre o SCV é particularmente relevante uma vez que tal sistema € um dos
maiores alvos dos efeitos adversos do uso abusivo dessas drogas. O dimorfismo
sexual frente a diversas variaveis como hipertensédo, doenca arterial coronariana e
reatividade vascular s&o evidentes tanto em humanos quanto em animais (DART; DU;
KINGWELL, 2002; ORSHAL; KHALIL, 2004; PERUSQUIA; STALLONE, 2010). Na
vasculatura, por exemplo, os hormdnios sexuais apresentam efeitos distintos,
conferindo fendtipos particulares a homens e mulheres, sendo estas Ultimas
beneficiarias de um efeito vasoprotetor até a instalagdo da menopausa. Deste modo,

€ notorio ressaltar que dados obtidos em estudos conduzidos em machos néo devem

ser extrapolados para fémeas.

Apesar de evidéncias abrangentes indicando os efeitos dos horménios sexuais sobre
a funcao endotelial e reatividade vascular, poucos estudos avaliando os efeitos dos
EAA sobre a funcéo vascular foram realizados em fémeas (OBASANJO; CLARKSON;
WEAVER, 1996; MCCREDIE et al., 1998). De fato, estudos clinicos e de ciéncia

basica mostrando os efeitos de doses supra terapéuticas de EAA sobre a vasculatura
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foram realizados principalmente no sexo masculino (SADER et al., 2001; CASTOR;
OBA; PEREIRA, 2009; FRANQUNI et al., 2013; SUN et al., 2013). Enquanto alguns
dados apontam EAA promovendo um comprometimento da funcdo endotelial e da
reatividade vascular em ambos humanos e animais (FERRER et al., 1994; LANE et
al., 2006; BRUDER-NASCIMENTO; CORDELLINI, 2011), outros estudos nao
mostram diferencgas entre o grupo tratado com esteroides e grupo veiculo (CUNHA et

al., 2005; HASHEMI et al., 2005; FRANQUNI et al., 2013).

Mediante o cenério apresentado, determinar os efeitos fisiopatolégicos dos EAA sobre
o sistema vascular feminino é especialmente importante devido as particularidades

cardioprotetoras deste sexo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar a reatividade vascular do leito mesentérico de ratas fémeas intactas ou
ovariectomizadas tratadas com DN e submetidas ou n&o a um protocolo de

treinamento fisico contra-resisténcia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Auvaliar se o tratamento com DN, o treinamento fisico ou a interacao entre esses
dois fatores sdo capazes de alterar a reatividade vascular e a sensibilidade a
acetilcolina em fémeas intactas e ovariectomizadas;

— Estudar a participacédo da via do NO, do EDHF e dos PGs sobre a resposta
vasodilatadora mediada pela acetilcolina em fémeas intactas e
ovariectomizadas;

— Verificar se o tratamento com DN, o treinamento fisico ou a interacdo entre
esses dois fatores alteram a expresséao proteica de enzimas envolvidas com a
via do NO (isoformas endotelial e induzivel da NOS, Akt, e NADPH oxidase)
em fémeas intactas e ovariectomizadas;

— Examinar os efeitos do tratamento com DN, do treinamento fisico ou da
interacdo entre esses dois fatores sobre os parametros biométricos e niveis

circulantes de hormonios sexuais em fémeas intactas e ovariectomizadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus novergicus albinus) com peso corporal variando
180-200 gramas. Esses animais foram fornecidos pelo Biotério do Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES). O uso e cuidado destes animais experimentais foram realizados de acordo
com 0s principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2015) e aprovados pelo
Comisséo de Etica em Pesquisa para o uso de animais de experimentacdo da UFES

(CEUA-UFES: 031/2012).

Os animais foram mantidos em ambiente com iluminacgéo artificial (ciclo claro-escuro
de 12h, luzes acessas 7:00h) e temperatura controlada de acordo com o recomendado
para biotérios de pesquisa. As gaiolas individuais permitiram o livre acesso dos

animais a ingestdo de agua e racao (Purina Labina, SP-Brasil).

3.2 ESTUDO 1 — EFEITOS DO TRATAMENTO COM DN EM RATAS INTACTAS

SEDENTARIAS E TREINADAS

Os animais foram separados em 4 grupos experimentais e todos os animais foram

submetidos a cirurgia ficticia (Sham):

e Grupo VEH + SED: Fémeas tratadas com veiculo e ndo submetidas a

treinamento fisico;
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Grupo DN + SED: Fémeas tratadas com DN e ndo submetidas a treinamento
fisico;
Grupo VEH + EXC: Fémeas tratadas com veiculo e submetidas a treinamento
fisico;

Grupo DN + EXC: Fémeas tratadas com ND e submetidas a treinamento fisico.

3.2.1 Protocolo estudo 1

Os experimentos foram realizados de acordo com o seguinte cronograma (figura 6):

1° dia: Verificacdo do peso corporal, cirurgia ficticia (sham)

16° ao 20° dia: Adaptacdo dos animais dos grupos EXC ao meio liquido
21° dia: Inicio dos tratamentos e do treinamento fisico contra resisténcia
49° dia: Final dos tratamentos e do treinamento fisico contra resisténcia

49° ao 52° dia: Experimentos de reatividade vascular, coleta de sangue,
retirada e pesagem dos 0Orgdos;, armazenamento da artéria e ramos

mesentéricos para analise de expressao proteica.

Os experimentos foram realizados entre 0 49° e 52° dia do protocolo experimental

devido a variacdo do ciclo estral das fémeas. Em todos 0s animais 0s experimentos

foram realizados na fase proestro, pelo menos 24h apos a Uultima sessdo de

treinamento fisico e apds 2-5 dias da ultima dose de DN ou VEH.
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1° dia 16°dia  21° dia 49° dia 52° dia
| | | L1
I I I 1

4

Tratamento com DN ou VEH;  Experimentos de reatividade
Protocolo de treinamento vascular, coleta de sangue,
fisico retirada e pesagem dos argdos;
armazenamento da artéria e
ramos mesentéricos para analise

de expressdo proteica

Verificacdo  do
peso corporal,
cirurgia ficticia
(sham)

Adaptacdo dos
animais que
serdo treinados
(grupos EXC) ao
meio liquido

Figura 6. Cronograma do protocolo utilizado no Estudo 1.

3.3 ESTUDO 2 - COMPARACAO ENTRE AS CARACTERISTICAS BIOMETRICAS E
HORMONAIS E DO PERFIL DE REATIVIDADE VASCULAR ENTRE FEMEAS

TRATADAS COM DN E FEMEAS OVARIECTOMIZADAS

Os animais foram separados em 3 grupos experimentais:

e Grupo SHAM: Fémeas tratadas com veiculo;
e Grupo SHAM + ND: Fémeas tratadas com DN (com finalidade de optimizacéo
do numero de animais, este grupo é o mesmo que ND + SED do Estudo 1);

e Grupo OVX: Fémeas ovariectomizadas.

3.3.1 Protocolo estudo 2
Os experimentos foram realizados de acordo com o seguinte cronograma (figura 7):

e 1° dia: Verificacdo do peso corporal seguido de ovariectomia, a excecao das

fémeas do grupo Sham, que sofreram cirurgia ficticia.

e 21°dia: Verificacdo do peso corporal e inicio dos tratamentos
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e 49° ao 52° dia: Experimentos de reatividade vascular, coleta de sangue,

retirada e pesagem dos 6rgaos.

Os experimentos foram realizados entre 0 49° e 52° dia do protocolo experimental

devido a variacdo do ciclo estral das fémeas. Em todos 0s animais 0s experimentos

foram realizados na fase proestro e apés 2-5 dias da ultima dose de DN ou VEH.

1° dia 21° dia

49° dia 52°dia

4

Verificagao do  peso
corporal seguido de
ovariectomia, a excegao
das fémeas do grupo
Sham, que sofreram
cirurgia ficticia

Tratamento com DN ou
VEH

Figura 7. Cronograma do protocolo utilizado no Estudo 2.

3.4 ESTUDO 3 -

OVARIECTOMIZADAS SEDENTARIAS E TREINADAS

Os animais foram separados em 4 grupos experimentais:

Experimentos de
reatividade vascular,
coleta de sangue,
retirada e pesagem
dos orgdos

EFEITOS DO TRATAMENTO COM DN EM RATAS

e Grupo OVEH + SED: Fémeas ovariectomizadas tratadas com veiculo e néao

submetidas a treinamento fisico;

e Grupo ODN + SED: Fémeas ovariectomizadas tratadas com DN e néo

submetidas a treinamento fisico;
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e Grupo OVEH + EXC: Fémeas ovariectomizadas tratadas com veiculo e
submetidas a treinamento fisico;
e Grupo ODN + EXC: Fémeas ovariectomizadas tratadas com ND e submetidas

a treinamento fisico.

3.4.1 Protocolo estudo 3

Os experimentos foram realizados seguindo-se o seguinte cronograma (figura 8):

e 1°dia: Verificagdo do peso corporal seguido de ovariectomia

e 16°ao 20° dia: Adaptacdo dos animais dos grupos EXC ao meio liquido
e 21°dia: Inicio dos tratamentos e do treinamento fisico contra resisténcia
e 49° dia: Final dos tratamentos e do treinamento fisico contra resisténcia

e 49° ao 52° dia: Experimentos de reatividade vascular, coleta de sangue,
retirada e pesagem dos 0Orgdos; armazenamento da artéria e ramos

mesentéricos para analise de expressao proteica.

Os experimentos foram realizados entre 0 49° e 52° dia do protocolo experimental de
modo a manter consisténcia ao realizado nos estudos 1 e 2. Em todos os animais 0s
experimentos foram realizados na fase proestro, pelo menos 24h apés a ultima sesséo

de treinamento fisico e apés 2-5 dias da ultima dose de DN ou VEH.
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1° dia 16°dia 21°dia 49° dia 52° dia

| ] | L1

‘ e PR, > 4. ......................................... R »
Verificacdo do Adaptacdo dos Tratamento com DN ou VEH; Experimentos de reatividade
peso  corporal, animais que Protocolo de treinamento vascular, coleta de sangue,
ovariectomia serdo treinados fisico retirada e pesagem dos argdos;
(grupos EXC) ao armazenamento da artéria e
meio liquido ramos mesentéricos para analise

de expressio proteica

Figura 8. Cronograma do protocolo utilizado no Estudo 3.

3.5 TRATAMENTOS

Os grupos tratados com o EAA receberam DN (Deca Durabolin®, Organon, S&o
Paulo) na dose de 20 mg/Kg por semana (intramuscular; i.m.) durante 4 semanas. As
doses foram divididas em duas aplicacdes de DN (10 mg/Kg cada dose) por semana.
Volumes iguais de veiculo (6leo de amendoim e alcool benzilico 90:10 v/v) foram
injetados nos animais do grupo VEH em dias semelhantes as aplicacdes do grupo
esteroide. O regime de tratamento do EAA foi escolhido baseado em estudos prévios
realizados pelo nosso grupo de pesquisa e outros autores (FRANQUNI et al., 2013;

SUN et al., 2013).

O tratamento foi iniciado concomitantemente ao protocolo de treinamento fisico. Nos
estudos deste trabalho o tratamento teve inicio 21 dias apos o procedimento de
ovariectomia/cirurgia ficticia. O periodo de trés semanas foi pré-estabelecido pois foi
identificado por nosso grupo (LAMAS, 2009; DE MEDEIROS et al., 2012) como tempo
necessario para que 0s animais ovariectomizados apresentassem alteracdes de

reatividade vascular.
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3.6 PROCEDIMENTOS GERAIS

3.6.1 Avaliacdo de ganho de peso, ingestdo de racéo, indice de adiposidade e

peso dos 6rgaos

Durante o estudo o consumo de racédo e o peso corporal dos animais foram avaliados
diariamente. A ingestdo de racdo de cada rata foi determinada pela subtracédo da
guantidade de racdo remanescente pela quantidade de racdo colocada em cada
gaiola individual no dia anterior. As afericbes de peso corporal e consumo de racéo
diarios tiveram inicio juntamente com os tratamentos e se estenderam até o final do

protocolo experimental (4 semanas).

Ao final do protocolo experimental os animais foram sacrificados, o Utero, os ovarios
e 0 musculo gastrocnémio foram isolados, lavados com solucéo fisiolégica e o excesso
de liquido foi removido com papel de filtro. A diminuicdo ou 0 aumento de massa dos
orgaos foi estimado dividindo o peso do 6rgdo (mg) pelo comprimento da tibia (cm)
(YIN et al., 1982). Para a avaliacdo do indice de adiposidade, os tecidos adiposos
brancos epididimal, retroperitoneal e inguinal foram dissecados e pesados. A massa
gorda corporal (MG) foi caracterizada pela soma desses trés depdsitos de gordura
branca. O indice de adiposidade foi calculado por meio da relacdo: MG x 100/peso
corporal final. Diversos autores utilizam este indice para avaliar a quantidade de

gordura corporal em roedores (HARRISON et al., 2002; ABREU et al., 2014)

3.6.2 Determinacéao do ciclo estral
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Os animais foram submetidos a avaliagdo do ciclo estral para verificar a ciclicidade
normal e fase das ratas ((I) estro, (Il) metraestro, (lll) diestro e (IV) proestro; figura 9).
Para este procedimento, 20 pL de solucao salina (NaCl 0,9%) foram introduzidos
gentilmente na cavidade vaginal das ratas com o auxilio de uma micropipeta, e
realizados movimentos circulares suaves para retirada do conteudo vaginal. Em
seguida este material foi aplicado a uma lamina de vidro junto a uma gota de solucao
de lugol para analise em microscopio (GOMES et al., 2012; DALPIAZ et al., 2013). Os
esfregacos vaginais foram realizados pelo menos sete dias consecutivos antes do final
do protocolo experimental, e o experimento sé foi realizado quando as ratas nao
tratadas com DN se encontravam em proestro. Tal padronizacéo foi realizada a fim de

se evitar a influéncia da variagcdo hormonal nas diferentes fases do ciclo estral sobre

os parametros estudados (DALLE LUCCA; ADEAGBO; ALSIP, 2000).
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Figura 9. Fases do ciclo estral detectadas através de esfregaco vaginal em microscopio 6tico com
aumento de 20x. (A) Estro, caracterizada pela presenca predominante de células escamosas; (B)
Metaestro, presenca de células escamosas, nucleadas e leucécitos em quantidade semelhante; (C)
Diestro, caracterizada por infiltrado leucocitario e (D) Proestro, caracterizada pela presenca
predominante de células nucleadas.

3.6.3 Ovariectomia

Apo6s anestesia intraperitoneal (i.p.) com mistura de ketamina (100mg.kg?) e xilazina
(10mg.kg), os animais tiveram a regido dos flancos tricotomizados e assepsiados
com &lcool iodado. Os animais foram mantidos em decubito lateral e uma inciséo de
aproximadamente 1 cm foi feita na pele entre a Ultima costela e a coxa a 1 cm da linha
mediana, perpendicular a calda e paralela a coluna vertebral. A musculatura
abdominal subjacente a pele foi divulsionada até o alcance da cavidade peritoneal,
seguida da exteriorizacdo dos ovarios e trompas. Uma linha de sutura absorvivel foi
passada ao redor dos ovarios para posterior ligadura da tuba uterina e remoc¢ao dos
ovarios. A pele e a musculatura foram entdo suturadas, a regido foi limpa e o
procedimento foi repetido no lado oposto, realizando-se a ovariectomia bilateral (figura
10).

Os animais submetidos a cirurgia ficticia (sham) tiveram uma incisao feita na pele e

musculatura com posterior exposi¢cao dos ovarios, porém sem remog¢ao dos mesmos.
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Figura 10. Fotografia da técnica de ovariectomia (CALIMAN, 2012).

3.6.4 Dosagens dos hormoénios sexuais

Amostras de sangue foram coletadas no dia do experimento de reatividade vascular
através de puncao da artéria aorta descendente antes do isolamento do leito vascular
mesentérico. O sangue coletado foi levado a centrifuga (3000 rpm, 4° C, 15 minutos)
para a separacao do soro e este, entdo, foi congelado (-80° C) até o momento do uso.
A dosagem das concentracdes séricas de estradiol e testosterona foi determinada por
imuno ensaio enzimatico (EIA), utilizando-se kit especifico (DRG International Inc.,
Springfield, NJ, USA) e de acordo com as especificacbes do fabricante. Todas as

dosagens foram feitas em duplicata.

3.6.5 Treinamento fisico

O protocolo de treinamento fisico foi adaptado do método descrito anteriormente por
Voltarelli e cols. (2002) (Figura 11). Antes do inicio do protocolo de treinamento fisico

todos os animais foram adaptados ao meio liquido por cinco dias consecutivos.
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Durante o processo de adaptacdo os animais foram mantidos em um recipiente
cilindrico (50 cm didmetro x 90 cm altura) com agua aquecida (31° C = 1) por 60
minutos sem, entretanto, serem submergidos. Os grupos submetidos ao treinamento
fisico realizaram duas sessdes de saltos com peso em agua 5 vezes por semana
durante 4 semanas. Na primeira sessdo de exercicios 0os animais foram treinados a
saltar em um recipiente cilindrico contendo um volume de agua equivalente a 3 vezes
a altura do animal por 6 minutos (alternancia de 30 segundos de exercicio seguidos
de 30 segundos de descanso fora da agua) com uma sobrecarga de peso equivalente
a 40% da massa corporal desse animal (plaquetas de chumbo acopladas ao térax).
Ap6s 9 minutos de intervalo/descanso, os animais foram entdo submetidos a segunda
sessao de exercicios por 12 minutos (alterndncia de 60 segundos de exercicio
seguidos de 30 segundos de descanso fora da agua) com uma sobrecarga de peso
equivalente a 30% da massa corporal. A capacidade anaerdbica do treinamento fisico
foi determinada por meio de dosagem lactato sanguineo (25 pL de sangue da ponta
distal da calda dos animais) coletada 9 minutos ao final da segunda sessao de saltos.
As concentragdes de lactato foram medidas com o auxilio de um lactimetro (Tiras BM-
Lactate® e Accutrend® Lactato monitorar; Roche, Sao Paulo, Brasil) e o exercicio foi

considerado anaerdbico para valores de lactato acima de 7,0 mmol/L.
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Figura 11. llustracao do protocolo de treinamento fisico (saltos em agua). Adaptado de Tanno e cols.
(2006).

3.6.6 Reatividade Vascular do Leito Mesentérico (LVM)

As preparacdes foram isoladas segundo a técnica descrita por McGregor (1965). O
animal foi anestesiado (ketamina (100mg.kg™) e xilazina (10mg.kg™?), i.p.), submetido
a laparotomia mediana e, em seguida, a arcada mesentérica foi exposta. O intestino
delgado foi ligado e seccionado a altura do jejuno proximal e ileo distal. A artéria
mesentérica superior foi isolada (figura 12A) e nesse vaso introduzida uma canula de
polietileno (PE50). Imediatamente, o leito foi perfundido com solu¢do nutridora (em
mM: NaCl 130; KCI 4,7; MgS0a4.H20 1,17; CaCl2.2H20 1,6; KH2PO4 1,18; NaHCO3
14,9; EDTA 0,026; Glicose 11,1, pH 7.4), mantido em banho-maria a 37°C e aerado
constantemente através do borbulhamento de mistura carbogénica (95% 02/5% COy).
Por meio de uma bomba peristéltica (Ismatec AS LaboratoriumStechnik, Switzerland)
foi mantido um fluxo pulsatil de 4,0 mL/min, com uma pressao de perfusdo média

variando de 35 + 5 mmHg. O leito mesentérico (figura 12B) como um todo foi
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cuidadosamente separado do intestino delgado, cortando-se rente a borda intestinal

e colocado em um banho de 6rgéo isolado.

Figura 12. Em (A) fotografia da artéria mesentérica superior. Em (B) fotografia do leito mesentérico
(ap6s canulagédo da artéria mesentérica) sendo perfundido pela solugdo nutridora (CALIMAN, 2012).

A presséao de perfusao foi medida através de um transdutor de presséao e os dados
foram registrados via software (AcgKnowledge for Windows; Biopac Inc.). Ap6s um
periodo de estabilizacdo (20 a 30 minutos) foi induzido aumento da pressdo de
perfusdo do LVM por vasoconstricgdo com uso de solu¢cdo nutridora adicionada de
guantidade variavel de noradrenalina (NE; 0,1 a 0,3 mM) que fosse suficiente para
elevacdo de 80-110mmHg no ténus vascular. A resposta de vaso relaxamento foi
calculada como porcentagem de reducdo na pressao de perfusao induzida pela ACh
apos a contracdo do LVM com NE, de acordo com a seguinte equacao: Relaxamento
(%) = 100 x (P2-P3) / (P2-P1), em que (P1) é a presséao de perfuséo basal, (P2) é a
pressao de perfusao basal apos a contracdo com NE e, (P3) a reducdo na pressao

causada pela administracéo de ACh.
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3.6.6.1 Protocolos de estudo da reatividade vascular

Reatividade vascular a Acetilcolina (ACh) na auséncia de inibidores farmacolégicos

Apos estabilizacdo do registro e obtencdo do platd de contracao, foi construida uma
curva dose-resposta a ACh, um agonista vasodilatador dependente do endotélio.
Foram administradas doses in bolus (0,1 mL; 1,68 x 10 a 1,68 x 101> M) de forma
crescente no LVM. As doses foram administradas em intervalos de 5-10 minutos,
suficientes para que a pressdo de perfusdo do LVM retornasse ao seu valor basal
(Figura 13). Essas curvas foram construidas na auséncia de inibidores farmacoldgicos

(curva controle), e posteriormente na presenca destes.

>
>
o .
o

mmHg

(estabilizagdo)

B 30 minutos # # # #

Figura 13. (A) Registro tipico representativo da construcdo da curva dose-resposta a ACh. (A) periodo
de estabilizacdo inicial (30 minutos); (B) Inicio da administracdo in bolus de ACh; (C) Construcdo da
curva dose-resposta frente a doses crescentes de ACh in bolus no LVM. O eixo vertical indica a presséo
de perfusdo (mmHg). (B) Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Periodo de
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estabilizacdo basal ou incubagédo com o inibidor farmacoldgico a ser estudado (30 minutos) seguido de
curva dose-resposta a ACh (adaptado de Caliman, 2012).

Reatividade vascular a ACh na presenca de inibidores farmacolégicos

Para se avaliar a participacdo dos mediadores endoteliais sobre a resposta vascular
as curvas dose-resposta foram construidas na presenca de inibidores farmacologicos.
Estes foram adicionados a solucao nutridora apds a realizacdo da curva controle. O
LVM foi perfundido, entdo, por um periodo de 30 minutos; em seguida doses
crescentes de ACh in bolus foram administradas para realizacdo da curva dose-

resposta.

Avaliacdo da participacdo da via do NO sobre o relaxamento vascular dependente do

endotélio

Para avaliar a participacdo do NO sobre a resposta vascular, curvas dose-resposta a
ACh foram obtidas apés a incubagdo do LVM com ambos Aminoguanidina (AG, 10
M), um inibidor da iNOS e com NE€-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 10° M), um
inibidor ndo seletivo da NOS (CALIMAN et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; LAMAS

et al., 2015).

Avaliacdo da participagédo dos PGs derivados da via do acido araquidénico-COX e do

EDHF sobre o relaxamento vascular dependente do endotélio
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A participagao do EDHF na modulagdo da fungao endotelial foi avaliada por meio da
construcdo da curva dose-resposta a ACh na presenca do bloqueio simultdneo com
L-NAME (10 M) e Indometacina (INDO, 2,8 x 10® M), um inibidor ndo seletivo da
COX. A participagéo do EDHF no relaxamento foi definida como sendo o relaxamento
residual que ocorre apos inibicdo conjunta da NOS e da COX (CALIMAN et al., 2013;

OLIVEIRA et al., 2014; LAMAS et al., 2015)

A participacdo dos PGs sobre as respostas vasculares foi definida como a reducgéao

da resposta de relaxamento evocada pela ACh ap6s o bloqueio com INDO.

3.6.7 Western Blot

A andlise de Western Blot foi utilizada para determinar a intensidade proteica da eNOS
e sua forma fosforilada (peNOS), iINOS, Akt e sua forma fosforilada (pAkt), NADPH
oxidase (subunidade gp91r"ox), Para tanto, a arvore arterial mesentérica foi dissecada,
separada de seus tecidos conectivos, de forma que os ramos de primeira, segunda,
terceira e quarta ordem fossem representativos entre as amostras armazenas. Estas
foram mantidas a -80 °C até o momento da extracao de proteinas, que foi realizada
por meio de homogeneizagcédo em 200 pL de tampéao de lise (em mM: 10 Tris-HCI (pH
7,4), 1 NaVvVOs, 1% SDS, 0,5 DTT, 5 EDTA, 1 PMSF), ao qual se adicionou coquetel
inibidor de proteases (Sigma-Aldrich, P2714, St. Louis, EUA). A homogeneizacao foi
realizada com auxilio de sonicador, sendo seguida de centrifugagéo a 3000 g, 4°C por
15 minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados em aliquotas a -80

°C.
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A determinacdo do conteudo de proteina total nos ramos mesentéricos foi feita
utilizando-se o método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Preparou-se o reagente A
(48:1:1 — carbonato de sédio 3% com 0,1 M de NaOH, tartarato de sédio/potassio 4%
e sulfato de cobre 2%, respectivamente) e o reagente B (reagente de Folin-fenol
Ciocalteu — 1:3 em agua). A solucéo padréo foi obtida a partir de diluicées de albumina
bovina (BSA) em &gua destilada com concentracdo estoque final de 1mg/mL. Essa
solucao foi diluida para a obtencdo da curva padrdo, em que as diluicdes continham
de 5 a 80 ug de proteina. Aliquotas dos sobrenadantes dos homogenatos dos tecidos
(5 pL) foram utilizadas como amostras. Todos os tubos de ensaio foram completados
para um volume final de 250 pL, sendo posteriormente adicionado 2,5 mL da solugao
A. Apo6s 10 minutos, se adicionou 0,25 mL da solucéo B. A absorbancia foi medida a

660 nm depois de 10 minutos. Todas as amostras foram feitas em duplicata.

Aliquotas do homogeneizado foram diluidas em solu¢do de Laemmli (Tris-HCI 0,5 M
(pH 6,8) 100uL, SDS 0,002mg; DTT 0.3 mg; glicerol 100 pL; e Azul de bromofenol 10
% 25 uL; agua 50 pL) e apo6s foram mantidas a temperatura de 95 °C durante 5
minutos. Para analisar a expressao proteica da eNOS, peNOS, INOS, Akt, pAkt,
gp91rhox e B-actina, 60 pg das amostras foram aplicadas (carregadas) em gel de
poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida 29:1), sendo o gel de separacdo a 7,5%
(acrilamida 40%, Tris-HCI 1,5 M (pH = 8,8), SDS 1%, persulfato amoénico (APS) 10%
e Temed) e o gel de empacotamento a 4% (acrilamida 40%, Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8),
SDS 10%, APS 10% e Temed). A eletroforese ocorreu em meio a tampéo (25 mM tris-
HCI (pH 8,3), 192 mM glicina e 0,1% SDS) com corrente constante de 80 V

(PowerPac™ HC, BioRad, Singapura).
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Uma vez separadas, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose previamente ativada. Para isso, o gel, a membrana e papel Whatman
(GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia) foram colocados em um sistema
“sanduiche”. O método realizado foi o de transferéncia liquida na qual o sanduiche
era montado em suporte Holder Cassete e acoplado a uma cuba (Trans-Blot SD Cell
Bio-Rad, USA) contendo uma solucao tampéao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina
190 mM, SDS 0,05% e Metanol 20%) a 8° C com uma corrente constante de 60 V por

1:40 horas a 4°C.

ApOGs as transferéncias das proteinas as membranas foram incubadas em uma
solucao de blogueio (temperatura ambiente e agitacao continua) por 2:00 horas a fim
de evitar ligacfes inespecificas do anticorpo. Esta solucao de bloqueio continha 5%
de leite desnatado em pd ou 5% de BSA dissolvido em solucdo de lavagem das
membranas (TBS-T: 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NacCl, 0,1% Tween-20). Em
seguida, também sob agitacdo constante, as membranas foram incubadas por toda a
noite a 4°C com o0s anticorpos primarios anti-eNOS (1:500 BD Transduction
Laboratories, Lexington, KY, USA), anti-eNOS fosforilada (Serina!!’’; 1:500 Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA), anti-INOS (1:500, BD Transduction
Laboratories, Lexington, KY, USA), anti-Akt (1:500 Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Santa Cruz, CA, USA), anti-Akt fosforilada (Serina*’®; 1:500 Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA), anti-gp91Ph°* (1:1000, BD Transduction
Laboratories, Lexington, KY, USA) ou anti-B-actin (1:5000, Santa Cruz Biotechnology,

Inc, Santa Cruz, CA, USA).

Uma vez finalizada a incubagcdo com os anticorpos primarios as membranas foram

lavadas em tampao TBS-T sob agitacdo leve em temperatura ambiente e entdo
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incubadas com o correspondente anticorpo secundario conjugado com peroxidase
(IgG anti-camundongo (1:5000, Abcam, Inc, Cambridge, MA, USA) e IgG anti-coelho
(1:7500, Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA)) por 1:30 horas,
também a temperatura ambiente sob agitacdo constante. Apos a incubagdo com o
anticorpo secundario, as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos para
remocdo do excesso de anticorpo secundario com a solugdo TBS-T e por mais 30

minutos com a solugéo TBS (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4).

Os imunocomplexos foram detectados por reacao de quimiluminescéncia por meio da
exposicdo da membrana durante 5 min a um sistema de detec¢cao (ECL Plus,
Amersham™, GE Healthcare, UK). As membranas, entdo, foram expostas a
autorradiografia (Medical Film, Konica Minolta Medical Imaging, Wayne, EUA /
Hyperfilm, AmershamTM, UK), sendo as bandas impregnadas posteriormente
reveladas. As membranas tiveram suas imagens digitalizadas e tratadas utilizando o
programa ImageJ (dominio publico). Em cada ensaio experimental fez-se a
normalizacdo em relagdo ao controle (B-actina), com vista a diminuir os possiveis
erros associados as variagcbes nos niveis das proteinas. Os resultados foram
expressos em porcentagem em relacao aos grupos VEH + SED (estudo 1) ou grupo

OVEH + SED (Estudo 3).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padréo da média (EPM). A
analise estatistica e graficos foram realizados utilizando-se GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA). Para cada curva dose-resposta a sensibilidade do

agonista foi calculada através de analise de regressao néo-linear na qual pD2 = [-



74

log(ECs0)]. A fim de comparar os efeitos dos inibidores farmacologicos sobre respostas
vasodilatadoras alguns resultados foram expressos como area abaixo da curva dose-
resposta (AUC) ou como diferencas entre as AUC (dAUC) antes e durante o uso do
inibidor farmacologico. As AUC e dAUC foram calculadas a partir das curvas dose-
respostas individuais de cada animal em determinado grupo, sendo AUC expressa
como valor absoluto (indica a magnitude do envolvimento de uma via) e dAUC
expressa em porcentagem (mostra o envolvimento do mecanismo relativo a resposta
global). Cada variavel dependente foi analisada usando ANOVA uma ou duas vias
regular ou de medidas repetidas. Em presenca de efeitos estatisticos significantes
comparacdes post hoc foram realizadas utilizando-se teste de Fisher. Test t nao-
pareados foram utilizados para comparacdes das concentragcfes de lactato

sanguineas e peso dos ovarios. O nivel de significancia estabelecido foi p<0,05.



75

4. RESULTADOS

4.1 ESTUDO 1: EFEITOS DO TRATAMENTO COM DN EM FEMEAS SEDENTARIAS

OU TREINADAS

4.1.1 Caracteristicas biométricas e hormonais

Na tabela 1 estdo resumidas as caracteristicas biométricas e hormonais dos grupos
estudados. A analise estatistica mostrou que o tratamento com DN, mas ndo o
treinamento fisico, aumentou o ganho de peso das fémeas (F@,28) = 21,31, P < 0,001,
n=8). Apesar das ratas tratadas com DN mostrarem maior peso corporal ao final do
protocolo experimental, ndo foram observadas diferencas na ingestao de racéo diaria
entre 0os grupos. Quando comparadas as fémeas tratadas com VEH (VEH + SED e
VEH + EXC), as fémeas tratadas com DN apresentaram maior peso de Utero (F(1,28) =
18,77, P < 0,001, n=8), mas valores reduzidos de peso de ovarios (Fa,28 = 9,39, P <

0,005, n=8) (ambos expressos como valores normalizados pelo comprimento da tibia).

O indice de adiposidade (soma dos depdsitos de gordura total do corpo) e a razao do
peso do musculo gastrocnémio pelo comprimento da tibia foram calculados a fim de
se verificar o efeito anabdlico do tratamento com DN e do treinamento fisico sobre a
massa de gordura e a massa muscular, respectivamente. Ambos tratamento com DN
(Fa,14= 16,64, P <0,01, n=5) quanto o treinamento fisico (F,14= 31,59, P <0,001, n=5)
reduziram o indice de adiposidade, entretanto a analise estatistica por meio da
ANOVA de duas vias indicou que apenas o fator de tratamento (F,22= 28,62, P

<0,001, n=6-8) teve efeito significativo sobre a hipertrofia muscular nas ratas fémeas.
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Apesar deste resultado, todos os grupos EXC estavam em anaerobiose, como indicou
a dosagem de lactato sanguineo apoés o final de cada sessao de saltos em agua (VEH

+ EXC: 10,67+0,85; DN + EXC: 9,10£1,41 mmol/L; ta4=0,94, P=0,36, n=8).

Com relacdo aos niveis hormonais, o tratamento crénico com DN (Fa,15 = 17,79, P =
0,001, n=5), mas néo o treinamento fisico (F@,15= 1,02, P = 0,32, n=5) ou a interacdo
entre esses fatores (F.15 = 0,55, P = 0,46) causou uma diminui¢do significativa nos
niveis seéricos de estradiol. Por outro lado, os niveis do horménio testosterona
apresentaram-se aumentados nos grupos DN+SED e DN+EXC (Fa,13 = 164.3, P <
0.001, n=5 para tratamento), ao passo que o treinamento fisico diminuiu (F@,13) =
27,95, P <0,001, n=5) os niveis circulantes deste horménio, com uma interacéo

significativa entre esses fatores (F,13 = 23,79, P <0,001, n=5).

Adicionalmente, o monitoramento citolégico do ciclo estral durante o protocolo
experimental revelou que as fémeas do grupo DN (DN + SED e DN + EXC)
permaneceram na fase diestro apés o inicio do tratamento com o EAA, enquanto as

fémeas tratadas com veiculo apresentaram ciclicidade normal.
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Tabela 1. Caracteristicas biométricas e niveis hormonais dos grupos veiculo
sedentario (VEH + SED), Decanoato de Nandrolona (DN) sedentario (DN + SED),
veiculo treinado (VEH + EXC) e DN treinado (DN + EXC).

VEH + SED DN + SED VEH + EXC DN + EXC
Peso corporal inicial (g) 199,2+3,4 199,7+5,1 198,7+3,6 195,0£4,5
Peso corporal final (g) 278,6+6,5 323,8+6,9**# 274,0+13,0 320,8 +8,4**#
Ganho de peso (%) 43,4+4.2 68,9 +4,3*+## 46,8+5,6 65,514, 7*#
Ingestdo de racéo (g) 20,8+0,9 20,4+0,9 19,3+0,7 20,8+0,8
Utero/CT (mg/cm) 140,0+10,8 190,4+10,5%# 126,9+20,8 205,0+ 14, 7*+##
Ovarios/CT (mg/cm) 34,2+2,1 27,5+2,8* 33,0+1,6 26,0+2,0%
Gastrocnémio/CT 406,4+18,4 527,7 £19,3*## 414,4+20,5 488,3+14,4%#
(mg/cm)
Igl/gitce de Adiposidade 5,32+0,3 3,31+£0,3** 2,88+0,2** 2,6+0,1*
(Estrogénio (pg/mL) 52,0+3,4 30,5+2,8%#* 62,9+10,9 32,1+1,0%#
Testosterona (ng/mL) 0,2+0,01 2,8+0,2%*# 0,1+0,01 1,3£0,11%+##33

Valores estdo apresentados como média + EPM. ¥ depdésitos de gordura total/peso corporal x 100;
**P<0,01 e *P<0,05 vs grupo VEH + SED; #P<0,01 e #¥P<0,05 vs grupo VEH + EXC; ¥¥P <0,01 vs
grupo DN + SED (ANOVA de duas vias seguido de teste de Fisher). N=8 em cada grupo para
parametros biométricos/peso de érgaos; N=5 em cada grupo para parametros hormonais e indice
de adiposidade. CT, comprimento de tibia.

4.1.2 Efeitos do tratamento com DN sobre afuncéo vascular do leito mesentérico

isolado

A pressao de perfusdo nos LVMs isolados foi similar entre os grupos tratados com
veiculo e DN em ambas as condi¢fes basal (VEH+SED: 29,8+1,5; DN+SED: 33,3+1,9;
VEH+EXC: 30,7+2,1; DN+EXC: 30,0£2,5; mmHg, n=8) e ap6s o aumento do tdnus
vascular com NE (VEH+SED: 127,7+£7,1; DN+SED: 124,6+6,0; VEH+EXC: 111,9+5,0;

DN+EXC: 121,0+4,5; mmHg, n=8).

Para avaliar se o tratamento com DN foi capaz de alterar o relaxamento dependente
do endotélio, foi realizada curva dose-resposta a ACh (1,68 x 102 a 1,68 x 1012 M). A

resposta mediada por este agonista vasodilatador produziu um relaxamento
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dependente da concentracdo da droga em todos os grupos estudados (figura 14). No
entanto, o tratamento com DN levou a um prejuizo na reatividade vascular das fémeas
sedentarias e treinadas quando comparado as fémeas tratadas com veiculo (Figura
14 e tabela 2). A resposta maxima de relaxamento dependente do endotélio induzida
pela ACh nos LVMs foi significantemente menor nos animais do grupo DN (DN+SED
e DN+EXC) quando comparada a resposta dos grupos VEH (F,28)= 10,40, P < 0,005,
n=8). O efeito do tratamento com DN sobre a resposta vasodilatadora também pode
ser observada por meio da andlise de AUC (Fa.2s = 10,94, P < 0,01, n=8). O
treinamento fisico sozinho ou em combinagédo com o tratamento com DN n&o causou
nenhuma alteracdo nas analises de AUC ou Rmax induzida pela ACh. Nao houveram

diferencas entre os grupos VEH e DN em relacéo a sensibilidade a ACh (pD2).
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Figura 14. (A) Curva dose-resposta & ACh nos LVMs dos grupos (e) VEH + SED, (¢) DN + SED, (=)
VEH + EXC e (8) DN + EXC na auséncia de inibidores farmacoldgicos. (B) Area abaixo da curva (AUC)
dose-resposta a ACh na auséncia de inibidores farmacoldgicos. As respostas de relaxamento estédo
expressas como porcentagem na reduc¢éo da pressdo de perfuséo relativa a contracdo induzida pela
NE. Dados estdo expressos como média = EPM, n=8 por grupo. *P<0,05 vs grupo VEH + SED; #P<0,01
e #P<0,05 vs grupo VEH + EXC. ANOVA de duas vias seguido de teste de Fisher.
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Tabela 2. Valores de resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD2) das curvas dose-
resposta a ACh em LVMs de fémeas intactas sedentarias (SED) ou treinadas (EXC)
tratadas com Decanoato de Nandrolona (DN) ou veiculo (VEH) na auséncia de
inibidores.

Rumax (%) pD> AUC (AU)
VEH + SED 82,7+2,1 5,97 £0,1 339,4 £7,5
DN + SED 73,142,9% 6,03 +0,1 301,4 +17,6"
VEH + EXC 84,7+2,8 5,90 +0,1 350,8 +9,4
DN + EXC 72,6+4,8% 6,13 +0,2 284,4 +23,2+

Valores estdo apresentados como média + EPM. Rmax: Resposta maxima; pDz: -log da
concentracdo da droga para produzir 50% da Rmax; Diferenca estatistica indicada por
*P<0,05 vs grupo VEH + SED; #P<0,01 e #P<0,05 vs grupo VEH + EXC. ANOVA de
duas vias seguido de teste de Fisher. N=8/grupo

Investigacdo dos mecanismos envolvidos no prejuizo da reatividade vascular

induzida pelo tratamento com DN em fémeas intactas

Com objetivo de verificar a participacao das vias do NO, EDHF e PG no prejuizo do
relaxamento dependente do endotélio induzido pelo tratamento com DN, examinamos

as repostas induzidas pela ACh na presenca de inibidores especificos.

4.1.2.1 Avaliacdo da participacdo do NO na resposta de relaxamento dependente do

endotélio

A modulacdo do NO no relaxamento induzido pela ACh foi avaliada por meio da

incubacgéo dos LVMs com AG e L-NAME.
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Efeito da inibicdo da INOS

Os resultados da analise estatistica mostrou que o tratamento com DN (Fq,28) = 4,62,
P = 0,04, n=8) e o treinamento fisico (Fa,28 = 5,03, P =0,03, n=8), mas ndo a interacao
destes fatores (F@,28) = 0,58, P =0,45, n=8) influenciaram a resposta vasodilatadora
induzida pela ACh apéds a inibicdo com AG, um inibidor seletivo da iNOS (figura 15,

tabela 3).

A incubacéo dos LVMs com AG nao levou a alteracdes nas respostas de relaxamento
nos grupos VEH+SED e VEH+EXC, no entanto nos LVMs dos animais do grupo
DN+SED o relaxamento foi significantemente atenuado apdés o bloqueio da
participacdo da via da iNOS. O treinamento fisico reverteu as alteragbes causadas
pelo tratamento com DN, como pode ser observado no grupo DN+EXC (figura 15,
tabela 3). Visando uma melhor comparacdo desses resultados foi calculada a
participacdo do NO proveniente da iNOS por meio da analise da diferenga percentual
da area abaixo da curva (% dAUC) entre as curvas obtidas antes (curva controle) e
apoés o bloqueio dos LVMs com AG. Desta forma, foi possivel observar que a
modulacdo endotelial pela INOS na resposta de relaxamento induzida pela ACh é
significantemente maior nos animais DN quando comparado aos grupos VEH, e que
o treinamento fisico diminui a participacdo da iINOS no vaso relaxamento (Fq,28) =
10,31, P < 0,01 para tratamento; Fa,28 = 6,4, P < 0,05 para exercicio, n=8, tabela 3,
figura 15B). Nao houveram diferencas entre os grupos estudados em relacdo a

sensibilidade & ACh (pDz) ap0s o blogueio com AG.



81

A B
0 @~ VEH + SED
- Hl Ve
20 - DN
. =
P
S 7 T
c
[} 5 =
£
- -
X 60 8
© ~ -109
= ; L
@ > _ #
- 9 < 15
80 7 h=]
-20
ot

100 - o5

<10 -8 -6 -4 ) SED EXC

Log [ACh] (M)

Figura 15. (A) Curva dose-resposta a ACh nos LVMs dos grupos () VEH + SED, (e) DN + SED, (=)
VEH + EXC e () DN + EXC na presenca de AG. (B) Diferenca percentual da area abaixo da curva
(dAUC%) dose-resposta a ACh antes (auséncia de inibidores farmacoldgicos) e apoés a inibicdo com
AG. As respostas de relaxamento estdo expressas como porcentagem na reducdo da presséo de
perfuséo relativa a contracéo induzida pela NE. Dados estdo expressos como média + EPM, n=8 por
grupo. *P<0,05 vs grupo VEH + SED; #P<0,01 e #P<0,05 vs grupo VEH + EXC. ANOVA de duas vias
seguido de teste de Fisher.

Tabela 3. Valores de resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pDz) das curvas dose-
resposta a ACh em LVMs de fémeas intactas sedentarias (SED) ou treinadas (EXC)
tratadas com Decanoato de Nandrolona (DN) ou veiculo (VEH) na presenca de AG.

Rimax (%) pD2 dAUC (%)
VEH + SED 75,8+3,0 5,81 0,1 7,74 1,0
DN + SED 64,045,254 6,16 +0,2 -16,8 4,1+
VEH + EXC 81,7+3,2 5,94 +0,1 -0,8 +2,7
DN + EXC 76,1+3,28 6,11 £0,2 -9,6 +2,1*

Valores estdo apresentados como média + EPM. Rnax: Resposta maxima; pDa: -
log da concentracdo da droga para produzir 50% da Rmax; Diferenca estatistica
indicada por *P<0,05 vs grupo VEH + SED; #P<0,01 e *P<0,05 vs grupo VEH +
EXC; ®P<0,05 vs grupo DN + SED. ANOVA de duas vias seguido de teste de
Fisher. N=8/grupo
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Efeito da inibicdo da NOS

O bloqueio dos LVMs das fémeas sedentérias e treinadas com L-NAME promoveu
uma expressiva atenuacao do relaxamento vascular induzido pela ACh igualando a
resposta entre os grupos (figura 16A), indicando que a diferenca observada entre o
grupos DN+SED e DN+EXC e os demais era provavelmente pela via do NO. Sob a
condicao de inibicdo com L-NAME as curvas dose-resposta a ACh foram deslocadas
para a direita em todos 0s grupos, mas este deslocamento foi menor nos grupos
tratados com DN do que nos grupos VEH, como mostrado pelos valores de pD2 (F,2s)
= 6,31, P = 0,018 para tratamento, n=8, tabela 4). Adicionalmente, o prejuizo no
relaxamento mediado pelo NO nos LVMs foi maior nos grupos DN+SED e DN+EXC
gue nos grupos VEH, como mostrados pelos valores de dAUC(%) (Fa,28)= 12,77, P <
0,05 para tratamento; Fa,28 = 12,01, P < 0,05 para exercicio; F,28) = 0,04, P =0,82
para interacéo; n=8, figura 16B). Estes resultados sugerem que o tratamento com DN
leva a uma disfuncéo endotelial nos LVMs de fémeas intactas por meio da reducao do
componente NO na participacao do relaxamento vascular induzido pela ACh. Apesar
de nossos dados indicarem que o treinamento fisico possa ter promovido um aumento
da participacdo de NO nos grupos EXC, este aumento nao foi capaz de restaurar a

alteracao na via do NO induzido pelo tratamento com DN.
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Figura 16. (A) Curva dose-resposta a ACh nos LVMs dos grupos (e) VEH + SED, (o) DN + SED, (m)
VEH + EXC e (o) DN + EXC na presencga de L-NAME. (B) Diferenca percentual da area abaixo da curva
(dAUC%) dose-resposta a ACh antes (auséncia de inibidores farmacoldgicos) e apoés a inibicdo com L-
NAME. As respostas de relaxamento estdo expressas como porcentagem na reducdo da presséo de
perfusédo relativa a contragdo induzida pela NE. Dados estdo expressos como média + EPM, n=8 por
grupo. *P<0,05 vs grupo VEH + SED; ###P<0,001 e #P<0,05 vs grupo VEH + EXC; $P<0,05 vs grupo
DN + SED. ANOVA de duas vias seguido de teste de Fisher.

Tabela 4. Valores de resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pDz) das curvas dose-
resposta a ACh em LVMs de fémeas intactas sedentarias (SED) ou treinadas (EXC)
tratadas com Decanoato de Nandrolona (DN) ou veiculo (VEH) na presenca de L-
NAME.

Rimax (%) pD2 dAUC (%)
VEH + SED 43,7+6,6 4,95 0,2 -67,9% 35
DN + SED 451+3,8 5,24 +0,2* -55,5 +3,0%#
VEH + EXC 36,3+7,7 4,49 0,2 -78,6 +£4,2*
DN + EXC 36,4+4,9 5,22 +0,1% -67,6 £1,6%

Valores estdo apresentados como média + EPM. Rmax: Resposta méxima; pD:z: -log da
concentracdo da droga para produzir 50% da Rmax; Diferenca estatistica indicada por
*P<0,05 vs grupo VEH + SED; ##P<0,001 e #P<0,05 vs grupo VEH + EXC; $P<0,05 vs
grupo DN + SED. ANOVA de duas vias seguido de teste de Fisher. N=8/grupo
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4.1.2.2 Avaliacdo da participacdo do EDHF e dos PGs na resposta de relaxamento

dependente do endotélio

Efeito da inibicdo da NOS e PGs — avaliacdo da participacdo do EDHF

A fim de se investigar a participacdo do EDHF na disfuncdo da reatividade vascular
induzida pelo tratamento com DN nas ratas fémeas, os LVMs foram incubados com
L-NAME e INDO de modo a se prevenir a formacdo de NO e PGs vasoativos,
respectivamente. Desta forma, remanesce uma resposta vasodilatadora residual néo-
NO/nédo-PGs, que seria atribuida ao EDHF. Como mostrado na Figura 17, a inibicéo
das vias da NOS e dos PGs promoveu uma atenuagao pronunciada no relaxamento
induzido pela ACh em relacéo a curva controle, porém ndo houveram diferencas entre
0s grupos estudados. De maneira similar, nem o tratamento com DN ou o treinamento
fisico foram capazes de alterar as respostas em ambos a Rmax € na sensibilidade dos
LVMs a ACh (tabela 5), sugerindo que o componente de relaxamento EDHF n&o foi
alterado pelas variaveis tratamento ou treinamento fisico. Adicionalmente, como
evidenciado pelos valores de area abaixo da curva (AUC) (figura 17B), a participacéo
do EDHF no relaxamento endotelial foi de igual magnitude entre os LVMs das fémeas
tratadas com VEH ou com DN, sugerindo que o tratamento com DN n&o altera a via

do EDHF sobre a resposta dilatadora a ACh.
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Figura 17. (A) Curva dose-resposta a ACh nos LVMs dos grupos () VEH + SED, (e) DN + SED, (=)
VEH + EXC e (8) DN + EXC na presenca de L-NAME + INDO. (B) Area abaixo da curva (AUC%) dose-
resposta a ACh antes (auséncia de inibidores farmacolégicos) e apés a inibicdo com L-NAME + INDO.
As respostas de relaxamento estdo expressas como porcentagem na reducéo da pressdo de perfusao
relativa a contragdo induzida pela NE. Dados estdo expressos como média =+ EPM, n=8 por grupo.
ANOVA de duas vias seguido de teste de Fisher.

Tabela 5. Valores de resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pDz) das curvas dose-
resposta a ACh em LVMs de fémeas intactas sedentéarias (SED) ou treinadas (EXC)
tratadas com Decanoato de Nandrolona (DN) ou veiculo (VEH) na presenca de L-
NAME + INDO.

Rimax (%) pD2 AUC (%)
VEH + SED 37,4155 5,13 £0,1 29,4+ 4,1
DN + SED 40,5+5,7 5,13 0,2 34,7 +2,3
VEH + EXC 31,6+4,4 5,01 0,2 25,4 +4.4
DN + EXC 35,046,6 4,81 0,2 31,7 +1,6

Valores estdo apresentados como média + EPM. Rmax: Resposta méxima; pD:z: -log da
concentracdo da droga para produzir 50% da Rmax; ANOVA de duas vias seguido de teste
de Fisher. N=8/grupo
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Efeito da inibicdo dos PGs

Para explorar o envolvimento dos PGs nas alteracdes da reatividade vascular
induzidas pelo DN nés avaliamos os valores da dAUC (%) na presenca de L-NAME e
apos a inibicdo com L-NAME e INDO, no qual a resposta evocada pela INDO
representa a participacdo dos derivados da via do acido araquidénico-COX nas
repostas de relaxamento. N&o foram encontradas diferencas entre as fémeas tratadas
com DN ou submetidas ao treinamento fisico quando comparadas as dAUC (%) com
0s respectivos grupos controle (VEH+SED: -16,4 + 9,9; DN+SED: -16,6 + 1/4;
VEH+EXC: -11,5 # 6,7; DN+EXC: -10,3+ 9,8 %dAUC, n=8; Figura 18).
Adicionalmente, ndo houve mudanca, em nenhum grupo, nas curvas dose-resposta a
ACh ou Rmax na presenca conjunta de L-NAME e INDO em comparagao a resposta na
presenca de L-NAME sozinho (figuras 16A e 17A e tabelas 4 e 5). Esses resultados
sugerem uma participacdo nao-expressiva dos PGs nas respostas de relaxamento

induzidas pela ACh nos LVMs em todos os grupos estudados.

__-101
X
~ 1
O -201
)
<
©
-30 4
Il vEH
404 DN

SED EXC

Figura 18. Diferenca percentual da area abaixo da curva na presenca de L-NAME e apoés a inibicdo
com L-NAME e INDO entre os grupos VEH + SED, DN + SED, VEH + EXC e DN + EXC. Esses dados
dao informacao sobre a magnitude da participacao da via da COX no relaxamento a ACh. Dados foram
expressos como média £ EPM. ANOVA de duas vias seguido de teste de Fisher. N=8/grupo
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Em resumo, nossos dados sugerem que o tratamento com DN n&o foi capaz de alterar
0os componentes de relaxamento EDHF e PGs, entretanto altera o relaxamento

endotelial mediado pela via do NO.

4.1.3 Efeitos do tratamento com DN sobre a intensidade das bandas proteicas
da NOS, Akt e NADPH oxidase nos LVMs de fémeas intactas sedentérias ou

treinadas

Visando examinar por qual mecanismo o tratamento com DN promoveria a reducao
da modulacdo endotelial pelo NO nas ratas fémeas sedentarias e treinadas,
comparamos a intensidade das bandas proteicas da iINOS, eNOS, Akt and NADPH
oxidase nos grupos estudados. As andlises por western blot nos ramos mesentéricos
mostraram que o tratamento com DN promoveu uma acentuada redugdo na
fosforilacdo da eNOS (Fa,17) = 6,43, P < 0,05 para o tratamento, n=5; Figura 19A) e
um aumento na intensidade da banda da iINOS quando comparado ao grupo VEH
(Fa17 =10,06, P < 0,01 para tratamento, n=5; Figura 19B). Nés também investigamos
se 0 DN era capaz de induzir a fosforilagdo da Akt, quinase conhecida por ativar a
eNOS em células endoteliais. N6és observamos nas analises de western blot que o
tratamento com DN reduziu a fosforilagdo da Akt nos ramos mesentéricos, como
evidenciado pela razdo da intensidade da banda de Akt fosforilada pela Akt total
[(Fa17) = 6,08, P < 0,05 tratamento, n=5; Figura 19C]. Por ultimo, nds avaliamos 0s
efeitos do tratamento com DN sobre a intensidade da proteina gp91Ph°*, uma
subunidade da NADPH oxidase. A intensidade da gp91P"x estava elevada nas fémeas

tratadas com DN quando comparadas ao grupo VEH (Faa16 = 5,12, P < 0,05
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tratamento, n=5; Figura 19D]. Por outro lado, nem o exercicio isolado, nem a
combinacdo do exercicio e o tratamento com DN promoveram alteracbes nas

proteinas analisadas (P > 0,05).
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Figura 19. Resultados da intensidade da banda proteica das isoformas endotelial (eNOS) e induzivel
(iNOS) da o¢xido nitrico sintase, proteina quinase B (Akt) e NADPH oxidase (gp91P"X) nos ramos
mesentéricos nos grupos VEH + SED, DN + SED, VEH + EXC e DN + EXC. Na parte superior da figura
estdo as bandas representativas das respectivas proteinas. Dados estdo expressos como média +
EPM, n=5 por grupo. *P<0,05 vs grupo VEH + SED; #P<0,01 e #P<0,05 vs grupo VEH + EXC. ANOVA
de duas vias seguido de teste de Fisher.
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4.2 ESTUDO 2: COMPARACAO ENTRE AS CARACTERISTICAS BIOMETRICAS E
HORMONAIS E PERFIL DE RESPOSTA VASCULAR DE FEMEAS INTACTAS

TRATADAS COM DN E FEMEAS OVARIECTOMIZADAS

Neste segundo conjunto de experimentos comparamos Se as caracteristicas
biométricas e hormonais de ratas fémeas intactas tratadas com DN eram similares as
de um modelo animal de menopausa (ovariectomia) e avaliamos se o tratamento com
DN induzia alteragdes vasculares semelhantes as altera¢des vasculares observadas

em fémeas ovariectomizadas.

4.2.1 Comparacdo entre as caracteristicas biométricas e hormonais de fémeas

intactas tratadas com DN e fémeas ovariectomizadas

Os dados referentes aos valores de peso corporal, do Utero, dos ovarios e do musculo
gastrocnémio, ingestéo de rac¢do, indice de adiposidade, bem como as concentracdes
sanguineas de estradiol e testosterona dos animais do estudo 2 estao apresentados
na tabela 6. Apesar de a média de ingestao diaria de racao entre os grupos estudados
ter sido similar (F2,18) = 0,05, P = 0,94, n=8), ambas fémeas, OVX e tratadas com DN
(SHAM + DN), apresentaram maior peso corporal final (Fe21) = 11,96, P < 0,01, n=8)
e aumento de ganho de peso (Fe,21 = 11, P < 0,01, n=8) quando comparadas as
fémeas SHAM. Em relacdo ao parametro peso do utero o grupo SHAM + DN
apresentou valor aumentado enquanto as fémeas OVX mostraram hipotrofia uterina
(Fe21y = 125,2, P < 0,001, n=8). O grupo tratado com DN, entretanto, apresentou
reducéo de peso de ovarios como demonstrado nos resultados do estudo 1. Nao foram
encontradas diferencas no indice de adiposidade e na razdo do musculo

gastrocnémio-comprimento de tibia entre os grupos SHAM e OVX, entretanto as
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fémeas tratadas com DN apresentaram menor massa adiposa (F.11) = 10,57, P <
0,01, n=5) e aumento de massa muscular (F@,18) = 12,34, P < 0,001, n=6-8), indicando

os efeitos anabodlicos do tratamento o EAA.

Como demonstrado nos resultados do estudo 1 o tratamento com DN levou a uma
reducéo dos niveis circulantes de estradiol, cujo valor € comparavel ao observado nas
fémeas do grupo OVX (Fe,10 = 9,45, P < 0,01, n=5). Em relagdo a concentragéao de
testosterona, os grupos SHAM e OVX apresentaram valores fisioldgicos enquanto
este hormonio estava aumentado no grupo SHAM + DN (Fe,9)= 79,30, P < 0,001, n=5).
Com relacdo ao acompanhamento do ciclo estral, as fémeas OVX permaneceram com
ciclicidade normal até a primeira semana ap0s o procedimento de ovariectomia,
depois deste periodo, as ratas permaneceram em diestro continuo. Padrao similar foi
observado nas fémeas intactas tratadas com DN, cujo ciclo estral manteve-se na fase
diestro apds inicio do tratamento com o EAA. As fémeas do grupo SHAM, por sua vez,

apresentaram ciclicidade normal.

Coletivamente, esses resultados evidenciam os efeitos da androgenizacdo mediada
pelo tratamento com o EAA e revelam um padrdo similar de alteracbes entre fémeas

intactas recebendo DN e ovariectomizadas.
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Tabela 6. Caracteristicas biométricas e niveis hormonais dos grupos SHAM (SHAM),
SHAM tratado com Decanoato de Nandrolona (SHAM + DN) e ovariectomizado (OVX).

SHAM SHAM + ND OVvX
Peso corporal inicial (g) 196,2+ 5,0 199,7+5,1 201,7 +4,1
Peso corporal final (g) 283,81 5,7 323,8+6,9** 312,2 +4,9**
Ganho de peso (%) 44,0+ 4,3 68,9 £4,3** 59,6 +2,6**
Ingestdo de racéo (g) 20,1+2,1 20,4+0,9 20,8 £0,6
Utero/CT (mg/cm) 128,4+ 6,4 190,4 +10,5*# 28,3 £2,7*
Ovarios/CT (mg/cm) 37,4+ 2,0 27,5+2,8* -
Gastrocnémio/CT 406,4+ 18,4 527,7 £19,3*+## 453,3 +13,3
(mg/cm)
Ir;/;i)itce de Adiposidade 532+0,3 3,31 £0,3*# 4,86 +0,2
(Estrogénio (pg/mL) 54,31+ 4,5 30,5+2,8** 32,5 £5,4**
Testosterona (ng/mL) 0,21+0,01 2,84 £0,2**# 0,17 0,02

Valores estdo apresentados como média + EPM. #depésitos de gordura total/peso corporal x
100; **P<0,01 e *P<0,05 vs grupo SHAM; #P<0,01 vs grupo OVX. ANOVA uma via seguido
pelo teste de Fisher, test t ndo-pareado para o parametro ovarios/CT. N=8 em cada grupo para
parametros biométricos/peso de érgaos; N=5 em cada grupo para pardmetros hormonais e
indice de adiposidade. CT, comprimento de tibia.

4.2.2 Comparacdo entre a funcdo vascular do leito mesentérico isolado de

fémeas intactas tratadas com DN e fémeas OVX

As figuras 20 e 21 e a tabela 7 resumem os dados das curvas dose-resposta a ACh
obtidas dos LVMs de fémeas intactas tratadas com DN e fémeas OVX em condicfes
basais (auséncia de inibidores) ou na presenca de inibidores dos fatores vasoativos
derivados do endotélio. Os LVMs isolados de ambos os grupos OVX e SHAM+DN
exibiram uma alteracdo na resposta vasodilatadora evocada pela ACh (F,21) = 6,66,
P <0.01,n=8), um indicativo de disfuncéo vascular (Figura 20A). As fémeas com média
mais baixa dos niveis circulante de estradiol mostraram uma atenuacao nas respostas
de relaxamento (Rmax: SHAM+DN: 73,1£2,9; OVX: 67,0£3,0; % relaxamento) quando
comparas aquelas do grupo SHAM (Rmax: SHAM: 84,0£3,2; % relaxamento; tabela 7).
Os efeitos do tratamento com DN e da ovariectomia nas curvas dose-resposta
evocadas pela ACh nos LMVs também podem ser observadas na analises de AUC
[(Fe.21) = 4,45, P < 0,05, n=8); figura 20B). Nenhuma diferenca na sensibilidade da
ACh foi observada nos grupos estudados (tab
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Figura 20. (A) Curva dose-resposta a ACh nos LVMs dos grupos (o) SHAM, (e) SHAM+DN e (m) OVX
na auséncia de inibidores farmacolégicos. (B) Area abaixo da curva (AUC) dose-resposta & ACh na
auséncia de inibidores farmacolégicos. As respostas de relaxamento estdo expressas como
porcentagem na reducdo da presséo de perfuséo relativa a contracéo induzida pela NE. Dados estéo
expressos como média £ EPM, n=8 por grupo. **P<0,01 e *P<0,05 vs grupo SHAM. ANOVA de uma
ou duas vias seguido de teste de Fisher.

Investigacdo dos mecanismos envolvidos no prejuizo da reatividade vascular induzida
pelo tratamento com DN e ovariectomia (fémeas com deficiéncia nos niveis circulantes

de estradiol)

A participacdo dos fatores vasoativos derivados do endotélio nas repostas de
relaxamento dos LVMs evocadas pela ACh estéo ilustradas na Figura 21 e tabela 7.
A deficiéncia de estrogénio induzida pelo tratamento com DN e pela ovariectomia
reduziu a participacdo do NO nas respostas de relaxamento evocadas pela ACh nos
vasos de resisténcia destas fémeas. Mais especificamente, nossos resultados
mostraram que apos a incubacdo dos LVMs com L-NAME e AG o relaxamento
vascular foi significantemente atenuado nos grupos SHAM+DN e OVX. A inibicdo da
NOS pelo L-NAME igualou a reatividade vascular a ACh entre os grupos estudados,

indicando que a diferenca observada na curva dose-resposta controle (auséncia de
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inibidores) entre o grupo SHAM e os demais era provavelmente pela via do NO (figura
21B). De fato, a analise da dAUC(%) mostrou que o envolvimento da via do NO no
relaxamento dos LVMs foi reduzido em ambos os grupos deficientes de estrogénio
(SHAM+DN e OVX) quando comparados ao grupo controle SHAM (figura 21B,
insercao; (Fe.21) = 5,54, P < 0,05, n=8) SHAM: -69,4+5,1; SHAM+DN: -55,5+3,0*%; OVX:

-51,7+3,3** %dAUC).

Adicionalmente, o tratamento com AG reduziu o relaxamento induzido pela ACh em
ambos os grupos SHAM + DN e OVX, enquanto que a resposta observada na curva
controle foi preservada no grupo SHAM (figura 21A; (F@,21) = 5,46, P < 0,05, n=8). As
analises de dAUC(%) apontaram que a modulacao endotelial pela iINOS na resposta
vasodilatadora a ACh é significantemente maior nos animais com deficiéncia de
estrogénio (figura 21A, inser¢do; (Fe.21 = 6,85, P < 0,01, n=8) SHAM: -6,4+0,9;
SHAM+DN: -16,8%3,2*; OVX: -24,4+5,3** %dAUC), sugerindo que a queda dos niveis

circulantes deste horménio pode levar a um processo inflamatério mediado pela INOS.

Com relacéo a participacdo do EDHF (avaliada por meio do blogueio simultdneo com
L-NAME e INDO) e das PGs (avaliada por meio da dAUC (%) na presenca de L-NAME
e apoés a inibicdo com L-NAME e INDO) nas respostas vasculares a ACh, nem o
tratamento com DN nem a ovariectomia promoveram alteracdes nestes fatores de
relaxamento endotelial. De fato, os grupos SHAM+DN e OVX apresentaram respostas
semelhantes aquelas observadas no grupo SHAM com relagéo a AUC(%), dAUC (%)
e Rmax tanto na presenca de L-NAME quanto na inibicdo conjunta de L-LAME + INDO

(Figura 21C e D, e Tabela 7).

Os valores de Rmax € pD2 sdo mostrados na tabela 7, para uma melhor visualizagao

dos resultados. Em todas as situagfes estudas (auséncia e presenca de inibidores
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farmacolégicos) ndo houve diferenca entre os grupos experimentais na sensibilidade

(pD2) & ACh.
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Figura 21. Curvas dose-resposta & ACh nos LVMs dos grupos (o) SHAM, (e) SHAM+DN e (m) OVX na
presenca de (A) AG, (B) L-NAME e (C) L-NAME + INDO. Os graficos em inser¢@o representam a
diferenca percentual da area abaixo da curva (dAUC%) ou area abaixo da curva (AUC%) dose-resposta
a ACh antes (auséncia de inibidores farmacolégicos) e apés a inibicdo com (A) AG, (B) L-NAME e (C)
L-NAME + INDO. (D) dAUC% na presenca de L-NAME e ap0s a inibicdo com L-NAME e INDO. As
respostas de relaxamento estdo expressas como porcentagem na reducdo da pressdo de perfusdo
relativa a contragdo induzida pela NE. Dados estdo expressos como média + EPM, n=8 por grupo.
**P<0,01 e *P<0,05 vs grupo SHAM. ANOVA de uma ou duas vias seguido de teste de Fisher.
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Tabela 7. Valores de resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pDz) das curvas dose-
resposta a ACh em LVMs de fémeas SHAM, SHAM+DN e OVX na auséncia e
presenca de inibidores farmacoldgicos.

Controle AG L-NAME L-NAME + INDO

Rmax pDZ Rmax pDZ Rmax pDZ Rmax pDZ

SHAM 84,0£3,2 5,96+0,1 77,6+2,0 5,84+0,1 40,2+6,4 5,23+0,2 39,246,2 5,11+0,2
SHAM+ND 73,1+2,9* 6,03£t0,1 64,0£5,2* 6,16+0,2 45,1+3,8 5,24+0,2 44,3+7,1 5,13+0,2

OVX 67,0+3,0** 6,43+0,2 53,645,6** 5,83+0,2 42,2+6,2 5,44+0,2 36,847,9 5,44+0,2
Valores estdo apresentados como média + EPM. Rmax: Resposta maxima; pD2: -log da concentracdo
da droga para produzir 50% da Rmax; AG, aminoguanidina; L-NAME, NG-nitro-L-arginina metil éster;
INDO, indometacina. Diferenca estatistica indicada por **P<0,01 e *P<0,05 vs grupo SHAM; ANOVA
de uma via seguido de teste de Fisher. N=8/grupo

4.3 ESTUDO 3: EFEITOS DO TRATAMENTO COM DN EM FEMEAS

OVARIECTOMIZADAS SEDENTARIAS OU TREINADAS

Neste terceiro conjunto de experimentos investigamos se fémeas com deficiéncia dos
horménios sexuais femininos (ovariectomizadas) apresentariam efeito deletério

aditivo sobre o perfil de reatividade vascular quando tratadas com DN.

4.3.1 Caracteristicas biométricas e hormonais

Na tabela 8 estdo resumidos os valores do peso corporal, ingestao de ragéo, valores
de peso dos 6rgdos e concentragcdes sanguineas de estradiol e testosterona dos
animais avaliados no estudo 3. Nas fémeas ovariectomizadas o tratamento com DN
e/ou o treinamento fisico ndo promoveram alteragbes no peso corporal ao final do
protocolo experimental ou sobre o ganho de peso das fémeas. Adicionalmente, nao
foram observadas diferencas na ingestdo diaria de racdo entre os grupos. Com

relacdo ao peso do utero e musculo gastrocnémio, somente a variavel tratamento,
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mas nao o treinamento fisico ou a interacdo entre os dois fatores foi identificada como
fonte de variagao estatisticamente significativa. Mais especificamente, quando as
fémeas tratadas com VEH (OVEH + SED e OVEH + EXC) foram comparadas as
fémeas tratadas com DN (ODN + SED e ODN + EXC) observou-se maior peso de
atero (Fa,28 = 399,4, P < 0,001, n=8) e maior peso do musculo gastrocnémio (F(,2s) =
14,96, P < 0,001, n=8) (ambos expressos como valores normalizados pelo

comprimento da tibia) nas fémeas que receberam o tratamento com o EAA.

A anadlise do nivel sérico de estradiol mostrou resultados similares entre as fémeas
sedentarias ou treinadas tratadas ou ndo com DN. De maneira semelhante, todos os
grupos estudados apresentaram perfil similar de ciclo estral durante o monitoramento
citolégico (todos as fémeas ovariectomizadas permaneceram na fase diestro). Em
contrapartida, os niveis de testosterona estavam elevados nas fémeas ODN + SED e
ODN + EX (Fa,15 = 150,5, P < 0,001 para tratamento, n=5), com o treinamento fisico
associado ao tratamento promovendo uma reducéo destes niveis (Fa,15 = 6,73, P <

0,05 para interacao, n=5).

O treinamento fisico foi analisado por meio da avaliacdo dos niveis de lactato
sanguineo apos o final de cada sessdo de saltos em agua. Nao foram observadas
diferencas nas concentracdes de lactato entre os grupos EXC (OVEH + EXC:
10,38+1,07; ODN + EXC: 9,96+1,16 mmol/L; tw4=0,26, P=0,79, n=8) mas em ambos

0S grupos o limiar anaerobico foi atingido (i.e. lactato sanguineo >7,0 mmol/L).
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Tabela 8. Caracteristicas biométricas e niveis hormonais dos grupos
ovariectomizados veiculo sedentario (OVEH + SED), Decanoato de Nandrolona (DN)-
sedentario (ODN + SED), veiculo treinado (OVEH + EXC) e DN treinado (ODN + EXC).

OVEH +SED ODN+ SED OVEH + EXC ODN + EXC

Peso corporal inicial (g) 206,0+3,5 200,0+£5,1 201,0+£4,9 199,5+4,4

Peso corporal final (g) 310,215,4 318,2+3,7 301,2+45,3 311,5+6,4
Ganho de peso (%) 50,913,8 59,8+4,3 50,7%5,7 56,8%5,5
Ingestdo de racéo (g) 21,3120,4 20,8+0,6 19,8+0,7 20,1+0,6
Utero/CT (mg/cm) 28,327 145,5+9,0**## 27,9+1,5 149,6 +7,1*##
Gastrocnémio/CT 453,2+13,3 516,5+13,1**##  448,3+14,6 484,5+10,0%
(mg/cm)

Estrogénio (pg/mL) 43,5154 39,3+4,4 31,9+2,3 34,5+8,9
Testosterona (ng/mL) 0,170,02 2,25+0,22%*# 0,27x0,08 1,62 +£0,12%+#%$

Valores estdo apresentados como média + EPM. **P<0,01 vs grupo OVEH + SED; #P<0,01 e
#P<0,05 vs grupo OVEH + EXC; #¥P <0,01 vs grupo ODN + SED (ANOVA de duas vias seguido de
teste de Fisher). N=8 em cada grupo para parametros biométricos/peso de 6rgdos; N=5 em cada
grupo para parametros hormonais. CT, comprimento de tibia.

4.3.2 Efeitos do tratamento com DN sobre afuncéo vascular do leito mesentérico

isolado

Semelhante ao observado nos estudos 1 e 2, a pressao de perfusdo dos LVMs néo
foi alterada em nenhum dos grupos estudados (basal: OVEH+SED: 31,5+0,8;
ODN+SED: 32,1+1,3; OVEH+EXC: 31,4+1,8; ODN+EXC: 32,0+2,4; mmHg, n=8; ap0s
aumento do ténus vascular com NE: OVEH+SED: 118,3+4,9; ODN+SED: 117,945,4;
OVEH+EXC: 115,4+6,6; ODN+EXC: 113,2+6,1; mmHg, n=8). No entanto, de forma
contraria ao observado nos experimentos anteriores, o tratamento com DN néo alterou
a reatividade vascular dos LVMs das ratas ovariectomizadas sedentarias ou treinadas.
Também néo foram observadas diferencas entre as curvas dose-resposta a ACh, AUC
ou pD:2 entre as fémeas treinadas quando comparadas as fémeas dos demais grupos

(figura 22 e tabela 9).
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Figura 22. (A) Curva dose-resposta a ACh nos LVMs dos grupos (4) OVEH + SED, (#) ODN + SED,

(4) OVEH + EXC e (¢) ODN + EXC na auséncia de inibidores farmacologicos. (B) Area abaixo da curva

(AUC) dose-resposta a ACh na auséncia de inibidores farmacoldgicos. As respostas de relaxamento
estdo expressas como porcentagem na reducgdo da presséo de perfuséo relativa a contracéo induzida
pela NE. Dados estao expressos como média + EPM, n=8 por grupo. ANOVA de duas vias seguido de

teste de Fisher.

Tabela 9. Valores de resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pDz) das curvas dose-

resposta a ACh em LVMs de fémeas ovariectomizadas sedentarias (OSED) ou

treinadas (OEXC) tratadas com decanoato de Nandrolona (DN) ou veiculo (VEH) na

auséncia de inibidores.

Rimax (%) pD; AUC (AU)
OVEH + SED 67,0£3,7 6,10+ 0,4 306,0 + 28,5
ODN + SED 73,8+1,1 5,31+0,2 313,4 £27,9
OVEH + EXC 76,3+2,7 5,30+ 0,1 265,3+ 18,9
ODN + EXC 74,557 5,70+ 0,3 313,3+23,6

Valores estdo apresentados como média + EPM. Rmax: Resposta méaxima; pDz: -log da
concentracdo da droga para produzir 50% da Rmax; ANOVA de duas vias seguido de teste

de Fisher. N=8/grupo
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Avaliacdo dos principais fatores de relaxamento endotelial envolvidos nas respostas
vasodilatadoras induzidas pela ACh em fémeas ovariectomizadas sedentérias e

treinadas tratadas com DN.

Muito embora o tratamento com DN nao tenha causado prejuizo adicional sobre a
reatividade vascular das fémeas ovariectomizadas (as quais apresentam disfuncéo
vascular quando comparadas a animais sem deficiéncia de estrogénio, como
demonstrado nos resultados do estudo 2), avaliamos se os principais fatores de
relaxamento endotelial estariam alterados apoés o tratamento crénico com o EAA. Para
tanto, examinamos as repostas vasodilatadoras induzidas pela ACh na presenca de

inibidores especificos.

4.3.2.1 Avaliacdo da participacdo do NO na resposta de relaxamento dependente do

endotélio

Efeito da inibicdo da NOS

Em todos os grupos o L-NAME diminuiu acentuadamente o relaxamento induzido pela
ACh (Figura 23A), entretanto mesmo apds o bloqueio da NOS as respostas
observadas nos animais do grupo ND (ODN+SED e ODN+EXC) permaneceram
inalteradas quando comparadas as respostas dos grupos OVEH. A participacao do
NO nas respostas de relaxamento a ACh também foi acessada por meio da dAUC(%)
antes e apoés a presencga de L-NAME (figura 23B e tabela 10), indicando n&o haver
diferencas entre as fémeas estudadas. Ademais, as analises de Rmax € pD2 ap0s o

bloqueio com L-NAME foram semelhantes entre os grupos. Conjuntamente, estes
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dados indicam que nem o tratamento com DN ou o treinamento fisico foram capazes

de alterar o envolvimento do componente NO sobre a resposta de relaxamento

dependente do endotélio nas fémeas OVX.
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Figura 23. (A) Curva dose-resposta a ACh nos LVMs dos grupos (A) OVEH + SED, (A) ODN + SED,
(#) OVEH + EXC e (¢0) ODN + EXC na presenga de L-NAME. (B) Diferenca percentual da area abaixo
da curva (dAUC%) dose-resposta a ACh antes (auséncia de inibidores farmacologicos) e apos a
inibicAo com L-NAME. As respostas de relaxamento estdo expressas como porcentagem na reducao
da presséo de perfusao relativa a contracédo induzida pela NE. Dados estdo expressos como média +

EPM, n=8 por grupo. ANOVA de duas vias seguido de teste de Fisher.

Tabela 10. Valores de resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pD2) das curvas dose-
resposta a ACh em LVMs de fémeas ovariectomizadas sedentarias (OSED) ou
treinadas (OEXC) tratadas com Decanoato de Nandrolona (DN) ou veiculo (VEH) na

presenca de L-NAME.

Rimax (%) pD2 dAUC (%)
OVEH + SED 42,2%6,2 5,18 £0,3 53,7 £4,1
ODN + SED 37,6+7,0 4,89 0,2 62,3 £7,2
OVEH + EXC 34,6+6,7 4,79 £0,2 -67,4 £3,1
ODN + EXC 43,1+8,0 5,28 +0,3 -60,7 £7,3

Valores estdo apresentados como média + EPM. Rmax: Resposta méxima; pD:z: -log da
concentracdo da droga para produzir 50% da Rmax; ANOVA de duas vias seguido de teste

de Fisher. N=8/grupo
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4.3.2.2 Avaliacdo da participacdo do EDHF e dos PGs na resposta de relaxamento

dependente do endotélio

Efeito da inibicdo da NOS e PGs — avaliagéo da participacdo do EDHF

Similarmente aos resultados observados apos o blogueio dos LVMs com L-NAME, a
incubacdo simultanea com L-NAME e INDO também promoveu uma nitida reducao
do relaxamento vascular induzida pela ACh em todos os grupos estudados. Por outro
lado, quando comparados entre si, os grupos OVEH e ODN ndo apresentaram
diferencas entre as curvas dose-resposta a ACh, Rmax, pD2 ou AUC(%) (figura 24 e
tabela 11). Estes resultados ndo dao suporte a uma participacao diferencial do EDHF
sobre o relaxamento endotelial dos LVMs das fémeas ovariectomizadas tratadas com

VEH ou com DN.
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Figura 24. (A) Curva dose-resposta a ACh nos LVMs dos grupos (4) OVEH + SED, (#) ODN + SED,

(4) OVEH + EXC e (¢) ODN + EXC na presenca de L-NAME + INDO. (B) Area abaixo da curva (AUC%)
dose-resposta & ACh antes (auséncia de inibidores farmacolégicos) e apés a inibicdo com L-NAME +
INDO. As respostas de relaxamento estdo expressas como porcentagem na reducdo da presséo de
perfuséo relativa a contracdo induzida pela NE. Dados estdo expressos como média + EPM, n=8 por
grupo. ANOVA de duas vias seguido de teste de Fisher.
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Tabela 11. Valores de resposta maxima (Rmax) € sensibilidade (pD2) das curvas dose-
resposta a ACh em LVMs de fémeas ovariectomizadas sedentarias (OSED) ou
treinadas (OEXC) tratadas com Decanoato de Nandrolona (DN) ou veiculo (VEH) na
presenca de L-NAME + INDO.

Rimax (%) pD> AUC (%)
OVEH + SED 36,8+4,8 5,26 +0,2 42,5+ 2,9
ODN + SED 37,1+8,4 5,42 +0,3 36,7 +7,1
OVEH + EXC 29,0+6,4 5,33 +0,3 37,8 +5,9
ODN + EXC 39,4+4,9 5,57 0,2 42,4 +2.5

Valores estdo apresentados como média + EPM. Rmax: Resposta méaxima; pDz: -log da
concentracdo da droga para produzir 50% da Rmax; ANOVA de duas vias seguido de teste
de Fisher. N=8/grupo

Efeito da inibicdo dos PGs

O bloqueio farmacolégico dos LVMs com INDO nao promoveu henhuma alteracdo nas
respostas de relaxamento induzidas pela ACh nas fémeas ovariectomizadas tratadas
com DN ou nas submetidas ao treinamento fisico. De fato, as curvas dose-resposta a
ACh, que eram iguais em presenca de L-NAME, permaneceram iguais apos a adi¢ao
de INDO juntamente ao L-NAME em todos os grupos estudados (figuras 23 e 24).
Adicionalmente, ndo houve mudanca, em nenhum grupo, nos valores de dAUC(%) na
presenca de L-NAME e apoés a inibicdo com L-NAME e INDO (OVEH+SED: -6.1 + 3,9;
ODN+SED: 3.1 £ 8,5; OVEH+EXC: 5,2 + 11,3; ODN+EXC: 5,6+ 9,2 %dAUC, n=8;
figura 25), sugerindo que a participacdo do derivados da via do &cido araquidénico-
COX nas respostas de relaxamento ndo séo alteradas pelo DN ou pelo treinamento

fisico em ratas ovariectomizadas.
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Figura 25. Diferenca percentual na area abaixo da curva na presenca de L-NAME e ap0s a inibi¢éo
com L-NAME e INDO entre os grupos OVEH + SED, ODN + SED, OVEH + EXC e ODN + EXC. Esses
dados déo informacao sobre a magnitude da participagdo da via da COX no relaxamento a ACh. Dados
foram expressos como média = EPM, n=8 por grupo. ANOVA de duas vias seguido de teste de Fisher.

4.3.3 Efeitos do tratamento com DN sobre a intensidade das bandas proteicas
da NOS, Akt e NADPH oxidase nos LVMs de fémeas ovariectomizadas

sedentarias ou treinadas

Apesar de o tratamento com DN ou a interacédo deste com o treinamento fisico néo ter
contribuido para o surgimento de altera¢des aditivas na disfuncao vascular observada
em fémeas ovariectomizadas, avaliamos se esses fatores (tratamento com DN ou
treinamento fisico) poderiam propiciar a modificacdo da intensidade das bandas de
proteinas envolvidas na regulacdo da homeostase do vaso. Analises de western blot
Nos ramos mesentéricos de ratas ovariectomizadas apontaram que o tratamento com
DN (Fa17) = 4,64, P < 0,05, n=5) impeliu uma reducdo na razdo da peNOS/eNOS
(figura 26A). Adicionalmente, a interag&o entre o tratamento com DN e o treinamento
fisico reduziu a fosforilacdo da Akt (F@,18 = 4,43, P < 0,05, n=5-6), sendo que a

fosforilacdo desta proteina em ratas com deficiéncia de estrogénio também foi
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reduzida pelo treinamento fisico (Fa,18 = 6,71, P < 0,05, n=5-6; figura 26C). A
intensidade das bandas das outras proteinas investigadas (iNOS e NADPH oxidase,
subunidade gp91Ph°) permaneceram similares entre as fémeas dos grupos OVEH e

ODN (figura 26B e D).
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Figura 26. Resultados da intensidade das bandas proteicas das isoformas endotelial (eNOS) e
induzivel (iNOS) do 6xido nitrico sintase, proteina quinase B (Akt) e NADPH oxidase (gp91°P"°*) nos
ramos mesentéricos nos grupos OVEH + SED, ODN + SED, OVEH + EXC e ODN + EXC. Na parte
superior da figura estéo as bandas representativas das respectivas proteinas. Dados estdo expressos
como média £ EPM, n=5 por grupo. *P<0,05 vs grupo OVEH + SED; #¥P<0,05 vs grupo OVEH + EXC;
$3P<0,05 vs grupo ODN + SED. ANOVA de duas vias seguido de teste de Fisher.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo apontam que a exposi¢do a doses supra terapéuticas de
DN altera a funcéo endotelial em vasos de resisténcia tanto em fémeas sedentérias
guanto em fémeas submetidas ao treinamento fisico. Nossos principais achados
mostram que o tratamento com DN (I) prejudicou a reatividade vascular através de
mecanismos dependentes do endotélio, provavelmente envolvendo a via do NO; (I1)
induziu alterac6es na intensidade de bandas proteicas, cujos produtos enzimaticos
modulam o ténus vascular; (Ill) contribuiu para modificacdes funcionais nos LVMs de
fémeas intactas semelhantes as observadas em fémeas ovariectomizadas néo-
tratadas com DN; (IV) promoveu alteragdes fisiologicas e vasculares que nao foram
restauradas pelo treinamento fisico e; (V) ndo causou prejuizo adicional na reatividade
vascular instaurada pelo estado de deficiéncia de estrogénio, tampouco modificou os
principais fatores endoteliais que contribuem para a resposta de relaxamento em
fémeas ovariectomizadas. Nosso estudo fornece novos dados que ajudam a elucidar
0 papel modulador dos EAAs sobre a funcdo endotelial em fémeas submetidas a

tratamento com doses supra terapéuticas.

A natureza anaer@bica do protocolo de treinamento de contra-resisténcia utilizado
neste estudo foi escolhida visando uma abordagem translacional, de modo a
reproduzir exercicios de ganho de forca comumente utilizados tanto por homens
guanto por mulheres usuarios de EAAs (GOLDFIELD, 2009; BARCELOUX; PALMER,
2013). A reducédo no indice de adiposidade observada nas fémeas submetidas ao
treinamento fisico (grupos EXC) corrobora os contundentes efeitos benéficos do

treinamento fisico contra resisténcia sobre a composi¢cao corporal e sobre 0 sistema
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musculoesquelético descritos na literatura (POLLOCK et al., 2000; WILLIAMS et al.,
2007). No entanto, nossos achados indicam que o treinamento de contra-resisténcia
nao produziu uma resposta vascular adaptativa nos LVMs, nem preveniu e/ou reverteu
as alteracbes vasculares induzidas pelo tratamento com DN em ambas fémeas

intactas e ovariectomizadas.

Trabalhos previamente publicados avaliando os efeitos favoraveis do exercicio contra-
resisténcia sobre a estrutura e funcdo do sistema vascular sdo controversos, sendo
as disparidades encontradas na literatura atribuidas tanto a fatores como tipo, duracéo
e intensidade do exercicio, bem como idade, sexo e raca (UMPIERRE; STEIN, 2007,
PADILLA et al., 2011; MIYACHI, 2012; RAMOS et al., 2015). De fato, exercicios de
resisténcia sao apontados como instrumentos capazes de melhorar, prejudicar ou nao
afetar a funcdo endotelial/vascular (CLARKSON et al., 1999; MIYACHI et al., 2004;
KAWANO et al.,, 2008; MAIORANA et al., 2011; MOTA et al.,, 2014). Em revisao
realizada por Umpierre e Stein (2007), o exercicio de contra-resisténcia recebe
destaque como potencialmente benéfico no controle dos niveis pressoricos e por ndo
afetar a estabilidade hemodinamica. Entretanto, a distensibilidade arterial, a funcéo
vascular e o fluxo sanguineo periférico frente ao treinamento contra-resisténcia ainda

séo apontados como alvo para pesquisas adicionais.

Apesar de alguns estudos ndo descreverem alteracbes na funcdo vascular de
roedores machos expostos ao DN (CUNHA et al., 2005; FRANQUNI et al., 2013),
nossos dados corroboram outros estudos clinicos e experimentais que sugerem que
doses supra terapéuticas de EAAs contribuem para o prejuizo da reatividade vascular
tanto em vasos de condutancia, quanto de resisténcia oriundos de individuos do sexo
masculino (FERRER et al., 1994; LANE et al., 2006; SUN et al., 2013). Nosso grupo

de pesquisa demonstrou previamente que o tratamento com DN (em regime de



107

tratamento similar ao utilizado nos experimentos conduzidos no presente trabalho)
causou o desenvolvimento de hipertensdo sem o comprometimento da reatividade
vascular em ratos Wistar machos (FRANQUNI et al., 2013). Entretanto, ao avaliarmos
recentemente os efeitos do tratamento com DN sobre parametros cardiovasculares de
fémeas, observamos que a pressdo arterial, a frequéncia cardiaca e o reflexo
cardiovascular Bezold-Jarish n&o foram alterados pelo tratamento com o EAA,
enquanto que parametros hemodinamicos (pressao sistolica do ventriculo esquerdo,
a dP/dt positiva e negativa) e morfométricos do tecido cardiaco estavam
comprometidos (BRASIL et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2016). Somando-se a
estes resultados, os dados deste trabalho indicam que o DN alterou a vasodilatagcéo
dependente do endotélio nos LVMs de ratas fémeas intactas sedentéarias e treinadas,
sugerindo que os danos vasculares induzidos pelos EAAs podem ser sexo-
especificos. Tal fato evidencia que a diferenca entre o meio hormonal de machos e
fémeas pode resultar em consequéncias cardiovasculares distintas para usuarios de

EAAs.

Embora ndo possamos apontar se os efeitos vasculares negativos observados nas
fémeas tratadas com DN s&o devido a uma acdo direta do DN ou indireta do
tratamento com o EAA sobre 0s niveis circulantes de testosterona, os nossos dados
sugerem que a reducao dos niveis séricos de estradiol nas fémeas tratadas com DN
também pode contribuir para o prejuizo da reatividade vascular. De fato, nossos dados
corroboram estudos anteriores mostrando o aumento dos niveis de testosterona e de
reducdo dos niveis de 17-Bestradiol tanto em mulheres quanto em roedores fémeas
sob regime de tratamento com EAAs (MALARKEY et al., 1991; LEWIS et al., 2002;
ELIAKIM et al., 2011; BORDBAR et al.,, 2014; BRASIL et al., 2015). Diversas

pesquisas avaliando os efeitos e mecanismos de acéo da testosterona sobre o SCV
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se mostram inconclusivas e sao frequentemente controversas, sendo este hormonio
associado tanto a efeitos negativos quanto positivos (LIU; DEATH; HANDELSMAN,
2003; ILIESCU; RECKELHOFF, 2006). Em contrapartida, a relevancia do estado de
deficiéncia estrogénica sobre o SCV €& bem reconhecida e possui implicagées no
desenvolvimento de varias alteracdes vasculares tanto em animais como em humanos

(XING et al., 2009; KNOWLTON; LEE, 2012).

O possivel mecanismo pelo qual os andrégenos sintéticos podem levar a uma reducéo
dos niveis de estrogénio é através da ativacdo de um ciclo de retroalimentacao
negativa tanto do hormonio FSH como do LH, como demonstrado por Bordbar e cols
(2014). Além disso, o tratamento com DN resultou em hipotrofia ovariana em fémeas
intactas, o que também pode estar relacionado a reducdo dos niveis séricos de
estradiol e a interrupcdo do ciclo estral das ratas, amplamente relatado por outros
(GEREZ; FREI; CAMARGO, 2005; DE ALMEIDA CHUFFA et al., 2011; BELARDIN et
al., 2014). Interessantemente, nossos dados mostram que a persisténcia do ciclo
estral na fase diestro, assim como 0 aumento no peso corporal encontrado nas fémeas
intactas tratadas com DN, séo similares as alterac6es encontradas em fémeas com
deficiéncia de estrogénio causada pelo procedimento de ovariectomia. Muito embora
ndo seja possivel excluir a participacéo direta do DN nas alteracdes observadas, é
tentador inferir que tais efeitos sejam oriundos da deficiéncia de estrogénio e nao
devido a um aumento dos androgenos circulantes. Neste sentido, nossos dados

indicam que a deficiéncia de estrogénio parece ser o denominador comum entre as

alteracdes supracitadas.

A literatura acerca dos efeitos do DN bem como de outros andrégenos sobre o sistema
reprodutor feminino é vasta, sendo o principal alvo de estudos experimentais

avaliando os EAAs no sexo feminino. Nossos dados de aumento do peso do utero,
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reducdo do peso dos ovérios e até mesmo de ganho o peso corporal observados em
fémeas tratadas com DN corroboram estudos anteriores que demonstraram que o
tratamento com DN é capaz de promover acbes antiestrogénicas (DE VISSER;
OVERBEEK, 1960; GEREZ; FREI; CAMARGO, 2005; MOBINI FAR et al., 2007).
Ainda sobre os efeitos do DN sobre o peso de 6rgaos, tanto as fémeas intactas quanto
ovariectomizadas apresentaram aumento da relacédo do peso do gastrocnémiof/tibia,
enquanto as fémeas intactas também mostraram reducéo do indice de adiposidade.
Em conjunto, esses resultados demonstram a eficiéncia anabdlica do tratamento
utilizado e confirmam o uso de EAAs com objetivo de melhora do balangco de
nitrogénio, aumento do conteddo muscular e/ou prevencédo da perda de massa magra
bem como reducdo da massa gorda (WU, 1997; HARTGENS; KUIPERS, 2004,

KICMAN, 2008).

Dentre os resultados do nosso estudo provavelmente o mais esclarecedor, foi a
demonstracdo da reducdo da vasodilatacdo mediada pelo NO nas fémeas intactas
tratadas com DN quando comparado aos animais VEH. Esse achado sugere
comprometimento da funcdo endotelial da via do NO em um leito vascular que
contribui substancialmente para a resisténcia vascular periférica (CHRISTENSEN;
MULVANY, 1993). Sob as nossas condi¢des experimentais, o inibidor da NOS L-
NAME atenuou acentuadamente o relaxamento vascular em todos 0s grupos.
Contudo, a magnitude do efeito do L-NAME (% dAUC) foi menor em ambos 0s grupos
ND+SED e ND+EXC, indicando uma reducdo na atividade da via NO nos grupos
tratados com o EAA. Resultados semelhantes foram descritos por Chinnathambi e
cols. (2014, 2013), que relataram que ratas gravidas com exposicao pré-natal a altas
doses de testosterona tinham o componente NO de relaxamento a ACh comprometido

tanto em artérias mesentéricas quanto em uterinas. Adicionalmente, os mesmos
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autores mostraram em trabalho subsequente que o tratamento de fémeas gestantes
com altas doses de testosterona afetou a fungcéo cardiovascular da prole na idade
adulta, levando ao aumento da pressao arterial e diminuicdo do relaxamento vascular
em ambos os sexos. Entretanto, as alteragdes nos fatores de relaxamento dependente
do endotélio se mostraram sexo-especificas, com prejuizo do componente EDHF em
machos e do NO em fémeas (CHINNATHAMBI; YALLAMPALLI; SATHISHKUMAR,

2013).

Interessantemente, as alteracdes na via do NO induzidas pelo tratamento de fémeas
intactas com DN s&do semelhantes aquelas observadas nos LVMs de ratas OVX. Além
das respostas semelhantes de relaxamento a ACh identificadas nos grupos OVX e
SHAM + ND, também observamos que a magnitude do efeito de L-NAME (% dAUC)
foi menor nestes grupos com deficiéncia de estrogénio em comparacdo com as
fémeas SHAM. A reducédo dos niveis de estradiol € bem relacionada ao prejuizo de
reatividade vascular tanto sobre agentes vasoconstritores como vasodilatadores,
como demonstrado em diversos trabalhos utilizando-se o modelo animal de
ovariectomia (PINNA et al., 2006; PEREZ-TORRES et al., 2008; CAMPOREZ et al.,
2011; SHUTO et al., 2011). A disfuncéo endotelial resultante de privacédo estrogénica
é frequentemente relacionada a alteracbes na sintese/liberacdo dos fatores de
relaxamento (ARENAS et al., 2005; NAWATE et al., 2005), aumento na producéo de
substancias vasoconstritoras (como endotelina, tromboxano A2, prostaglandina H)
(DAVIDGE; ZHANG, 1998), ativacdo do sistema renina-angiotensina (YUNG et al.,
2011) e aumento do estado oxidativo (WASSMANN et al., 2001; SU; YANG; CHEN,
2007). Todos os quadros de alteracbes mencionados acima, quer seja em conjunto
ou individualmente, estdo intimamente ligados ao desenvolvimento de DCV em

mulheres na pos-menopausa.
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A biodisponibilidade reduzida do NO como principal causa de disfung¢ao endotelial em
ratas ovariectomizadas foi previamente descrita por nosso grupo de pesquisa
(CALIMAN et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; LAMAS et al., 2015) bem como por
outros (WONG et al., 2006; LEBLANC et al., 2009), ambos os casos destacando a
interagdo modulatéria entre o 17-Bestradiol e o NO. Mais especificamente, Caliman e
cols. (2013), Lamas e cols. (2015) e Oliveira e cols. (2014) discorrem que a reducéo
no relaxamento induzido pela ACh em LVMs isolados de ratas Wistar apds cinco
semanas de ovariectomia & provavelmente resultante de alterages na via do NO.
Outro estudo realizado por LeBlanc e cols. (2009) apontou um prejuizo na dilatacdo
induzida por fluxo em arteriolas coronarias de fémeas ovariectomizadas idosas (22
meses), bem como uma reduc¢do da resposta relaxante apés o bloqueio com L-NAME;
Os autores desse trabalho ainda observaram que o tratamento do grupo
ovariectomizado com 17[3-estradiol foi capaz de reverter o0 menor relaxamento das
arteriolas coronérias. Por fim, Wong e cols. (2006) mostraram um aumento na
contratilidade em anéis de aorta em fémeas ovariectomizadas comparado aos animais
controle, cuja diferenca foi aumentada apés a utilizagéo de L-NAME como instrumento

farmacoldégico.

Levando em consideracao os dados anteriores e a fim de explorar a conexao entre as
alteragdes funcionais do endotélio mediadas pelo tratamento com DN e os niveis de
estrogénio e testosterona, nos avaliamos a reatividade dos LVMs isolados de ratas
ovariectomizadas tratadas com o EAA. Apesar de 0s animais ovariectomizados
apresentarem prejuizo na vasodilatacdo induzida pela ACh quando comparados aos
animais sem deficiéncia de estrogénio, o tratamento com DN ndo causou prejuizo
adicional sobre a reatividade vascular de fémeas ovariectomizadas (grupo ODN)

guando comparadas aquelas do grupo veiculo (OVEH), tampouco levou a alteracdes
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aditivas no componente NO. Deste modo, nossos dados sugerem que a deficiéncia
de estrogénio pode ser um fator importante na mediacao da disfungcéo vascular em

fémeas tratadas com DN em detrimento aos niveis elevados de testosterona.

Apesar de pouco explorado no sexo feminino, a reducao da biodisponibilidade do NO
devido ao uso de EAAs e altas doses de testosterona em machos ja foi alvo de
pesquisa em diversos estudos anteriores. No trabalho publicado por Sun e cols.
(2013), utilizando dose semelhante ao do presente estudo (20 mg/kg), os autores
observaram a reducao da vasodilatacdo mediada pelo NO em anéis de aorta isolados
de ratos machos tratados com Nandrolona. De maneira similar, Ros,ca e cols. (2016)
descreveram recentemente uma reducdo nos niveis plasmaticos de NO (soma de
nitrito e nitrato totais, produtos de oxidacéo estaveis do metabolismo do NO) em ratos
machos adultos tratados com DN por 12 semanas. Estas redu¢des de NO também
foram observadas clinicamente em um estudo que verificou que voluntarios saudaveis
recebendo doses supra fisioldgicas de testosterona tiveram seu conteddo urinario de
NO (nitrito e nitrato totais) reduzidos (SKOGASTIERNA et al., 2014). Embora nao
possamos afirmar que as alteracdes na funcdo vascular de machos tratados com
EAAs sejam devido a alteracdes nos niveis de andrégenos circulantes ao invés de
alterac6es nos niveis de estradiol (auséncia de dados na literatura), € tentador
especular que os mecanismos pelos quais o DN atua causando alteracdes vasculares

em machos e fémeas possam ser sexo-especificos.

O mecanismo pelo qual observamos uma reducao nos niveis de NO em ratas tratadas
com DN parece estar associado com a fosforilacdo de duas enzimas de notoria
importancia na via do NO, a eNOS e Akt. Mais especificamente, nés observamos que
0 comprometimento da reatividade vascular induzido pelo DN nos LVMs foi

acompanhado por uma diminuicdo da fosforilacdo de eNOS (Ser'!’’) e Akt (Ser*’3)
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nos ramos mesentéricos tanto de fémeas intactas sedentarias e treinadas, bem como
de fémeas ovariectomizadas treinadas, sugerindo uma reducao das formas ativas da
eNOS e Akt nesses grupos. O sitio de fosforilagdo Ser!!’” da eNOS é o principal
regulador da producdo de NO na vasculatura sistémica (DIMMELER et al., 1999) e é
regulado pela via PI3K/Akt, entre outros. A capacidade da nandrolona em modular a
via da Akt em diferentes tecidos ja foi descrita anteriormente (WHITE et al., 2009;
PENNA et al., 2011; SIRIANNI et al., 2012), mas ao nosso conhecimento, este estudo
mostra pela primeira vez que doses supra terapéuticas de DN s&o capazes de reduzir
a ativacado de Akt na vasculatura e, provavelmente, a ativacao da eNOS, contribuindo

para a diminuicdo da formacéo de NO.

Ainda sobre andrégenos e Akt-eNOS, trabalhos previamente publicados apontam
para uma modulagédo positiva entre testosterona, ativacdo de Akt e eNOS no tecido
muscular e cultura de células endoteliais. Tais estudos mostraram que a testosterona,
em doses que mimetizam a terapia de reposicdo com este horménio, aumentam a
fosforilacdo da Akt no tecido cardiaco de ratos machos castrados (CHODARI et al.,
2016) e no tecido muscular esquelético de homens portadores de HIV (KONCAREVIC
et al., 2007). Resultados semelhantes foram observados em cultura de células, nas
guais o tratamento agudo com testosterona aumentou a fosforilagdo da Akt em
mioblastos (BASUALTO-ALARCON et al., 2013) e em células endoteliais de aorta
humana (YU et al.,, 2010, 2012), sendo que nestes ultimos trabalhos Yu e cols.
observaram aumento da ativacdo da eNOS concomitante ao aumento da fosforilacéo
da Akt. Tais dados vao de encontro aos resultados observados por n6s em fémeas
tratadas com DN, entretanto vale ressaltar que os trabalhos supracitados utilizaram
doses de testosterona inferiores aquelas utilizadas objetivando aumento de massa

muscular. Mais importante, os mecanismos de a¢ao da testosterona nao compartilham



114

necessariamente os mesmos mecanismos intracelulares do DN, o que, por si s, pode

justificar a disparidade entre os resultados.

E importante ressaltar que ndo podemos excluir a possibilidade das reducées na
fosforilacdo de eNOS (Ser!l’’) e Akt (Ser*’®) serem um efeito indireto do DN em
decorréncia da reducao dos niveis de estrogénio. Isso pode ser explicado pelo fato do
tratamento de ratas fémeas intactas com DN diminuir os niveis circulantes de 17[3-
estradiol. Como este hormdnio é conhecido por estimular a fosforilagéo tanto da eNOS
guanto da Akt (CHAMBLISS; SHAUL, 2002; FLORIAN; FREIMAN; MAGDER, 2004),
o tratamento cronico com DN poderia indiretamente, via a reducdo de estrogénio,
diminuir a fosforilacdo destas proteinas. Além disso, enquanto evidéncias mostram
gue o treinamento de contra-resisténcia pode aumentar a biodisponibilidade de NO
(GALDINO et al., 2015), 0 nosso e outros resultados (GUZEL; HAZAR; ERBAS, 2007;
MOTA et al., 2015) levam a acreditar que essa modulacdo da via do NO pelo
treinamento fisico contra-resisténcia € diretamente determinado pelas diferencas

entre protocolos e intensidades de treinamento.

Sob condi¢des fisioldgicas, a atividade da eNOS é a maior contribuinte para a
producdo de NO na vasculatura (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991). A iNOS, cuja
expressao é dificilmente detectada em células endoteliais vasculares e de musculo
liso em condi¢des fisiologicas (WU; TYML; WILSON, 2008), pode ter sua expressao
aumentada apos estimulagéo inflamatoria ou de citocinas, o que contribui para lesdo
vascular e aumento do estresse oxidativo (XIA; ZWEIER, 1997; CHATTERJEE;
CATRAVAS, 2008). Nossos resultados mostram que na presenca do inibidor da iINOS
o relaxamento induzido pela ACh nos LVMs do grupo ND + SED foi significativamente
atenuado, mas a inibicdo farmacologica com AG nao modificou a resposta nos grupos

tratados com VEH e do grupo ND-EXC. Esta alteracdo na fisiologia vascular foi
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confirmada por dados moleculares, evidenciando que a administragdo em longo prazo
de DN pode estimular a expresséo de iINOS em artérias mesentéricas de ratas fémeas
intactas. Em conjunto, nossos achados sugerem uma maior participagdao do NO
proveniente da isoforma induzivel da NOS nas respostas de relaxamento induzida
pela ACh em ratas fémeas tratadas com DN, alteracdo revertida pelo treinamento de
resisténcia. No entanto, a contribuicdo da INOS nédo foi capaz de compensar a
deficiéncia de NO observada nas fémeas tratadas o EAA, uma vez que estes animais

mostraram respostas de relaxamento reduzidas a ACh.

Nossos dados estdo de acordo com outros autores que observaram que doses supra
terapéuticas de EAAs e de testosterona estimulando cascatas inflamatorias em
diferentes tecidos (RIEZZO et al.,, 2014; AHMED, 2015; AMMAR et al., 2015).
Notavelmente, entretanto, alguns estudos sugerem que a testosterona tém um
impacto positivo na modulagéo da iNOS, inibindo a sua expressdo em cultura de
macrofagos (FRIEDL et al., 2000) ou mesmo reduzindo seu contetdo proteico em
tecido muscular de homens praticantes de musculacdo (CHAVOSHAN et al., 2012).
Por outro lado, pesquisas utilizando ratas ovariectomizadas mostram que a expressao
de iNOS é elevada em anéis de aorta e ramos mesentéricos e pode prejudicar a
fungdo vascular (TAMURA; YAMAGUCHI; KOGO, 2000; NAWATE et al., 2005;
LAMAS et al., 2015). Tais dados sustentam a ideia de que a deficiéncia de estrogénio
pode ser um mecanismo-chave pelo qual o DN induz a disfuncéo vascular em fémeas.
Consistentemente, nossos dados também mostram que ratas dos grupos OVX e

SHAM + ND tém um prejuizo no relaxamento induzido pelar ACh na presenca de AG.

Reforcando a hipdtese de que a reducado da biodisponibilidade de NO esta envolvida
no comprometimento das respostas vasculares no grupo tratado com o EAA, nés

também mostramos um aumento na intensidade da banda da subunidade gp91Phox da
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NADPH oxidase em vasos mesentéricos de fémeas intactas tratadas com ND. E
notdério que o aumento das EROs pode contribuir diretamente para a diminuicdo da
biodisponibilidade de NO bem como facilitar a instalagdo de um estado pré-oxidante,
que por sua vez contribui para a instauracdo de um endotélio disfuncional (CAI,
HARRISON, 2000; FORSTERMANN, 2010). Nesse sentido, atencdo tem sido atraida
para a NADPH oxidase, principal fonte de estresse oxidativo no SCV (CAl,
HARRISON, 2000; MULLER; MORAWIETZ, 2009). Os andrégenos sado conhecidos
ndo s6 por induzir o estresse oxidativo (LIU; NAVARRO; MAUVAIS-JARVIS, 2010;
SUN et al.,, 2013), mas também por reduzir a atividade de algumas enzimas
antioxidantes. Riezzo e cols. (2014) mostraram que tanto a glutationa peroxidase
quanto a glutationa redutase tém atividade diminuida em amostras de tecido renal de
camundongos apdés o tratamento DN. Resultados similares foram descritos por
Dornelles e cols. (2017) os quais mostraram ndo somente uma reducgéo da atividade
da glutationa, bem como um aumento dos niveis de EROS e peroxidacao lipidica no
figado e rins de ratos machos tratados com os EAAs estanozolol e undecilenato de
boldenona. De maneira oposta, outros antioxidantes endégenos como a catalase e
superoxido dismutase de complexos de manganés (MnSOD) nao foram alteradas pelo
DN em segmentos aérticos de ratos machos (SUN et al., 2013). Ainda com relagéo a
NADPH oxidase, Frankenfeld e cols. (2014) recentemente descreveram que as
alteragdes induzidas pelo DN na expressao do mRNA da NADPH oxidase sao tecido-
especificas em machos apés 8 semanas de tratamento com o EAA. Esses achados
da literatura apoiam os nossos resultados de que o tratamento com DN podem induzir

estresse oxidativo em vasos mesentéricos de fémeas.

Somando-se a esta discussao, nossos resultados apontam que nem o componente

de relaxamento EDHF, tampouco os PGs foram alterados pelo tratamento com DN,
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pelo treinamento fisico ou pela deficiéncia de estrogénio nos LVMs de ratas fémeas.
O efeito inibitério do L-NAME no relaxamento induzido pela ACh n&o foi modificado
pelo bloqueio das PGs derivadas da COX, com base na andlise farmacoldgica
utilizando o bloqueio simultdneo com L-NAME e INDO. A dilatacdo residual apés o
blogueio das vias NO / PGs (L-NAME + INDO) revelou que o EDHF contribui
substancialmente para o relaxamento do LVM, apoiando a descoberta anterior de Liu
e cols. (2001), embora este fator nédo tenha sido alterado entre todos 0s grupos
estudados. Apesar de experimentos demonstrarem o papel putativo dos horménios
sexuais na modulacdo desses dois fatores relaxantes, variagées na contribuicdo do
EDHF e/ou PGs para o relaxamento vascular foram atribuidas ao uso de diferentes
segmentos arteriais, estado de deficiéncia estrogénica ou niveis de andrégenos
(WAKASUGI et al., 1989; ORSHAL; KHALIL, 2004; NAWATE et al.,, 2005;

CHINNATHAMBI et al., 2014).

Particularmente sobre o EDHF, apesar deste fator ser conhecido por desempenhar
um papel mais proeminente no relaxamento dependente do endotélio em vasos de
resisténcia versus de condutancia (SHIMOKAWA et al., 1996; WOODMAN;
WONGSAWATKUL; SOBEY, 2000), nossos dados sugerem uma contribuicdo
ligeiramente maior do NO nas respostas de relaxamento do LVM em detrimento a
participacdo do EDHF. Resultados similares utilizando preparacdes isoladas de LVMs
foram descritos por estudos do nosso laboratério (CALIMAN et al., 2013; OLIVEIRA
etal., 2014; LAMAS et al., 2015), sendo que Oliveira (2012) fez uma anélise detalhada
em seu estudo a fim de verificar a consisténcia dos valores de participacao de NO e
de EDHF obtidos através dos mesmos métodos de analise utilizados no presente
trabalho. Ainda sobre este assunto, Hilgers e cols. (2006) mostraram uma

heterogeneidade na modulacdo da resposta mediada pelo EDHF em artérias



118

mesentéricas. Estes autores mostraram que a expressao e contribuicdo funcional de
diferentes tipos de canais de potassio ativados por célcio (de baixa e intermediaria
conduténcia) variam entre os ramos mesentéricos de primeira e quarta ordem. De fato,
nossos dados foram obtidos se avaliando o LVM como um todo, no qual estao
presentes segmentos de pequeno, médio e grande resisténcia, 0 que em parte,
poderia explicar nossos resultados. Além disso, a avaliagdo da resposta de
relaxamento mediada pelo componente EDHF foi avaliada de maneira indireta neste
estudo. Dessa forma, ndo podemos descartar a possibilidade de o tratamento com DN
promover alteracdes na via do EDHF, visto que outras fontes de EDHF s&o
encontradas nos vasos além das investigadas por nosso estudo (FELETOU;

VANHOUTTE, 2009; SHIMOKAWA, 2010).

A literatura pertinente aos EAAs atuando sobre a via dos PGs ou sobre o EDHF em
segmentos vasculares é, para 0 nosso conhecimento, inexistente. Mdltiplas buscas
em sites de pesquisa biomédica utilizando os descritores “EDHF”, “anabolic
androgenic steroids (AAS)” e “prostanoids” apontaram o nosso recente artigo
publicado (CALIMAN et al., 2017) como o Unico resultado da busca. No tocante da
modulacdo destes fatores de relaxamento endotelial pela testosterona a bibliografia
ainda se mostra escassa e com resultados divergentes. A citar alguns exemplos, uma
série de estudos publicados por Chinnathambi e cols. avaliou alteracdes vasculares
induzidas pelo tratamento com testosterona durante o periodo de gravidez, bem como
na prole destas fémeas (CHINNATHAMBI et al., 2013, 2014; CHINNATHAMBI,;
YALLAMPALLI; SATHISHKUMAR, 2013). Suscintamente, estes autores observaram
gue o relaxamento mediado por PGI2 e pelo EDHF foi afetado nas artérias uterinas de
ratas gravidas tratadas com testosterona (CHINNATHAMBI et al., 2014), mas nao no

LVM (CHINNATHAMBI et al., 2013). Gonzales e cols. (2004), por sua vez, sugeriram
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gue a testosterona pode modular o tbnus vascular em pequenas artérias cerebrais
principalmente via modulagdo de EDHF. Tais autores também mostraram, no mesmo
trabalho, que a diferenca no didmetro luminal das artérias de ratos castrados e
castrados tratados com testosterona ndo se alterara ap0s o bloqueio farmacolégico
com INDO. Por fim, Tep-areenan e cols. (2002) observaram que concentracdes
crescentes de testosterona induziram relaxamento em LVMs isolados de ratos
machos predominantemente via ativacdo de canais de potassio ativado por calcio, o
gue sugere a participagdo do EDHF. Surpreendentemente, o vasorelaxamento
induzido pela testosterona néo foi abolido em presenca de antagonista do receptor de
androgénio (flutamida) sugerindo que o efeito da testosterona poderia ser mediado

por uma via independente de AR.

A figura 27 resume de forma esquematica os principais resultados obtidos neste
trabalho bem como os mecanismos propostos que resultam em disfuncao endotelial

e, por conseguinte, reducéo do relaxamento vascular induzidos pelo DN.
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Figura 27. Representacdo esquematica dos principais resultados obtidos no presente estudo. Os
mecanismos propostos que resultam em disfuncéo de relaxamento vascular nos LVMs obtidos de ratas
fémeas sedentérias ou submetidas a treinamento fisico tratadas com doses supra terapéuticas de DN
estdo descritos a direita da ilustra¢d@o. As setas pontilhadas indicam inibi¢cdo/reducdo da via, enquanto
as continuas, estimulacdo. Modificado de Caliman e cols. (2017)
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam, de modo ainda ndo descrito na
literatura, os mecanismos pelos quais o tratamento com DN promove o prejuizo da
reatividade vascular em fémeas intactas sedentarias ou submetidas ao treinamento
fisico. Somam-se aos resultados de reatividade vascular as alteracées de perfil
hormonal e de caracteristicas biométricas nas fémeas tratadas com DN, as quais, em
conjunto, fazem com que estes animais apresentem perfil similar a ratas
ovariectomizadas. Embora sugerimos um mecanismo paralelo focando as
consequéncias da deficiéncia de estrogénio nas fémeas tratadas com DN, né&o
podemos excluir o papel dos andrégenos nas alteracbes observadas em nossos

experimentos.

Por fim, nossos achados levantam a possibilidade de que o tratamento com DN
aumente o risco de lesdo vascular no sexo feminino, condi¢do que poderia predispor

ao surgimento de DCV.
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1. Introduction rather than in women, studies point out that a few hundreds of

thousands of current AAS users are girls and young women [6-8].

Originally developed for clinical purposes [1], Anabolic Andro-
genic Steroids (AAS) have been illicitly used for enhancement of
physical appearance and performance and became a health con-
cern [2]. Regardless of strong evidences supporting the physical,
psychological, and behavioral negative effects due both acute and
chronic AAS abuse [3,4], the AAS self-administration by profes-
sional athletes has spread into the general population in the past
decades [3], being particularly more common within adolescents
and young adults [5,6]. Although AAS abusers are greater in men
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The great majority of AAS adverse effects are permanent [3,9]
and the undesirable consequences of steroids abuse have a partic-
ular detrimental effect in women and adolescents [4,10]. For
instance, the virilization and premature epiphyseal closure are
likely irreversible in those groups [11]. Additional relevance stands
for the disruption of reproductive and neuroendocrine function in
females [12,13], engendering additional concerns of the effects of
exposure to high levels of synthetic steroids in women.

Generally, doses of abuse of AAS appear to produce a range of
negative cardiovascular effects, such as cardiomegaly, arrhythmias,
myocardium infarction, hypertrophy, hypertension, dysfunction in
tonic cardiac autonomic regulation, and increased muscle sympa-
thetic nerve activity [14-16]. Additionally, AAS nandrolone, one
of the most frequently consumed AAS among abusers [17], has also
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been associated with the development of a cardiac pro-inflamma-
tory state by increasing both inflammatory cytokines and local
angiotensin-converting enzyme [14,18].

It is well known that the endothelium plays a crucial role in the
control of vascular function by the release of several potent vasoac-
tive factors that control vascular tone, such as Nitric Oxide (NO),
endothelium derived hyperpolarizing factors (EDHFs) and Prosta-
glandins (PGs) [19]. Alterations in vascular reactivity are fre-
quently a consequence of a dysfunctional endothelium, and these
changes may contribute to the beginning and development of car-
diovascular diseases [20].

Even though the increased cardiovascular risks associated with
AAS abuse are well recognized, the effect of supra-physiological
doses of androgens in the vasculature remains poorly understood.
Prior studies suggest that AAS can cause an impairment of
endothelial function and vascular reactivity in both humans and
animals [21-23]. Mechanistically, the disruption of the endothelial
function seems likely to be involved with increased levels of andro-
gens and their impact on the function of NO, PGl and EDHF
[16,24-26]. Furthermore, some reports have shown that AAS nan-
drolone attenuates the physiological vascular adaptations pro-
moted by aerobic physical exercise [25,27]. Interestingly,
however, most of the AAS users are practitioners of resistance
exercise [28], a moderate to high intensity physical strength activ-
ity that relies more on the anaerobic metabolic pathway [29].
Despite of some reports showing aerobic exercises leading to vas-
cular adaptations that ultimately improve the arterial function
[30,31], resistance training has been reported to impair, improve
or not affect vascular function [32-34]. Therefore, determining
possible resistance exercise-induced alterations in the vascular
reactivity of ND-treated animals is particularly important.

Evidences reported in the literature showing the effects of AAS
on the vasculature were mostly conducted in males, yet the results
remain elusive [25,35,36]. In addition to that, sex differences in the
regulation of vascular homeostasis have been reported by several
studies [37,38] and support the idea that AAS vascular effects could
be sex-specific, suggesting that conclusions drawn from studies
conducted in males should not be extrapolated to females. Despite
of comprehensive evidences indicating the cardio protective effects
of estrogen on vascular endothelial function and vascular reactivity
[39,40], only a few studies describing AAS effects on vessels and
vascular function have been performed in females [41,42]. More-
over, the role of endothelium and of the different components of
endothelium-dependent dilatation were not investigated in those
studies and it remains unclear whether AAS can cause vascular
dysfunction in females.

Therefore, we performed this study to investigate both the iso-
lated and combined effects of high-dose AAS-nandrolone and exer-
cise training on vascular reactivity in mesenteric beds from female
rats and the involvement of some key endothelial factors in the
vascular response. Because we observed that AAS-nandrolone
treatment reduced estrogen levels, we also sought to compare
the vascular reactivity profiles between ovariectomized (an estro-
gen deficiency model) and ND treated female rats. We further
hypothesize that high doses of AAS-nandrolone can lead to vascu-
lar dysfunction induced by alterations in the endothelium-derived
vasorelaxant factors pathways in female rats.

2. Materials and methods
2.1. General procedures
2.1.1. Animals

All experimental procedures were performed in Wistar female
rats weighting from 180 to 200 g provided by the university

facility. The animals were housed individually in plastic cages
and maintained under standard laboratory conditions
(22 °C; 12/12 light-dark cycle; lights on at 7:00AM). Water and
food were available ad libitum. Animal care procedures were con-
ducted in accordance with the biomedical research guidelines for
the care and use of laboratory animals, as stated by the Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA). The experimental
protocol was reviewed and approved by the Ethics Committee for
the Use of Animals of the Federal University of Espirito Santo (pro-
tocol number 031/2012).

2.1.2. Measurement of food intake, weight gain and adiposity index

During the study, daily food intake and body weight were mea-
sured every morning. For each rat, the amount of daily food intake
was determined by subtracting the amount of food remaining from
the previous measurement. At the end of the experimental proto-
col, the animals were sacrificed and the adipose tissue fat pads
were then dissected and weighed. Total body fat was measured
as the sum of the following individual fat pad weights: gonadal
fat + retroperitoneal fat + visceral fat. The adiposity index was cal-
culated as (total body fat/final BW) x 100 [43].

2.1.3. Estrous cycle determination

Daily vaginal smears were taken from each female rat as previ-
ously described [44] to confirm whether their estrous cycles were
proceeding normally [(i) estrus, (ii) metaestrus, (iii) diestrus, and
(iv) proestrus]. The vaginal epithelial cells were examined via a
microscope for at least 7 consecutive days before the experiment.
The swabs were performed between 8:00 and 10:00 A.M. to main-
tain consistency. We standardized the experimental protocols
when the animals that did not receive ND were in proestrus phase
to avoid any influences caused by the hormonal variation at differ-
ent phases of the estrous cycle [45] in the parameters studied
bellow.

2.1.4. Hormone levels

Blood samples were collected on the day of the vascular reactiv-
ity experiments by arterial puncture before isolating the Mesen-
teric Vascular Beds. Estradiol and testosterone levels were
determined in the serum using commercially available ELISA kits
(DRG International Inc., Springfield, NJ, USA), according to the man-
ufacturer’s guidelines. All the samples were measured in duplicate.

2.1.5. Vascular reactivity studies in the perfused isolated mesenteric
vascular bed (MVB)

The mesenteric vascular beds (MVBs) were isolated as
described by us previously [44.46]. Briefly, the rats were anes-
thetized with ketamine and xylazine (90 and 10 mg/kg, i.p., respec-
tively), the abdominal cavity was exposed, and the superior
mesenteric artery was dissected and cannulated with a polyethy-
lene catheter. The MVB was excised from the intestinal loops,
placed in a chamber and the preparation was perfused with oxy-
genated (95% 02 - 5% CO,) Krebs’ solution [(in mM) 130 Nacl,
4.7 KCl, 1.6 CaCly-2H30, 1.17 MgS04-6H>0, 14.9 NaHCOs, 1.18 KH»-
PO, 0.026 EDTA, and 11.1 glucose, pH 7.4] at a constant flow rate
of 4 mL/min and maintained at 37 °C. The MVBs were perfused for
30min for the stabilization of the basal perfusion pressure.
Changes in the perfusion pressure, which reflect peripheral resis-
tance, were measured with a pressure transducer (Spectramed
P23XL) connected to an acquisition system (MP100A, BIOPAC Sys-
tem, Inc., Santa Barbara, USA). After the stabilization period, the
MVB was constricted by Krebs’ solution containing NE capable of
increasing the basal perfusion pressure by 90-120 mmHg. After
establishing a steady level of contraction, dose-response curves
were obtained by bolus injections (0.1 ml) of acetylcholine (Ach)
(1.68 x 107'° to 1.68 x 1072 M) into the perfusion solutions of
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the MVB preparations. The dose-response curves were performed
initially in each MVB without any inhibitors. To evaluate the role
of endothelium-derived vasoactive factors in the vascular
responses, 100 uM NC-nitro-l-arginine methyl ester - -NAME (a
nonspecific NOS inhibitor), 100 pM aminoguanidine - AG (an indu-
cible NO synthase (iNOS) inhibitor) and 2.8 uM indomethacin -
INDO (a cyclooxygenase (COX) inhibitor) plus 100 pM I-NAME
were added to the Krebs’ solution 30 min prior to the vasoactive
agent [46,47]. The vasodilator response was calculated as percent-
age of reduction in the perfusion pressure induced by ACh after
NE-induced contraction, according to the following equation:
Relaxation (%) = 100 x (P2—P3)/(P2—P1), in which (P1) is the basal
perfusion pressure, (P2) is the basal perfusion pressure after NE
contraction and, (P3) the reduction on pressure caused by ACh
administration.

2.2. Experiment 1: Effects of Nandrolone Decanoate on sedentary and
exercised intact-female rats

The animals were randomly distributed in 4 experimental
groups (n =8 animals per group): Vehicle-sedentary group (VEH
+SED), Nandrolone Decanoate (ND)-sedentary group (ND + SED),
Vehicle-exercise group (VEH + EXC), and ND-exercise group (ND
+EXC). The animals received intramuscular injections (i.m.) of
ND (10 mg/Kg per injection, Deca Durabolin®, Organon Inc, Sdo
Paulo, SP, Brazil) or vehicle (peanut oil with benzyl alcohol,
90:10 v/v) twice a week during 4 weeks. The ND dosage was cho-
sen based on previous reports and is comparable with a dose fre-
quently used by AAS abusers [14,25]. Vehicle or ND injections
initiated at the same time of the resistance training protocol and
lasted 28 days.

2.2.1. Exercise training

A program of exercise training was adapted from a previously
described method [48]. Before enduring the training protocol, all
the animals were adapted to water for five consecutive days. The
adaptation consisted by placing the animals in shallow water
(31 £1°C, 60 min) in cylindrical tanks (25 cm diameter x 50 cm
depth). The exercised groups performed two sets of jumps in
water, five times a week, during 4 weeks. In the first set of exercise,
the animals were trained to jump in the water for 6 min (alterna-
tion of 30-s of exercise followed by 30-s of resting periods) with an
overload of 50% of their body mass attached to a vest. After a 9-min
recovery interval, the rats were submitted to the second set of
exercise for 12 min (alternation of 60-s of exercise followed by
30-s of resting periods) carrying loads of 30% of their body mass.
The anaerobic capacity was evaluated by lactate levels in blood
samples (25 pL) which were collected from rats’ tails distal extrem-
ity nine minutes after the second set of exercise. The lactate con-
centrations were determined with a lactate analyzer (BM-
Lactate® strips and Accutrend® Lactate monitor; Roche, S3o Paulo,
Brazil) and the exercise was considered anaerobic for lactate values
higher than 7.0 mmol/L. The anaerobic threshold (or blood lactate
threshold) was defined as the break point in the blood lactate vs
workload curve during incremental exercise and is thought to be
an important indicator of endurance exercise capacity in humans
[49] and it's been adapted successfully in rodents by Voltarelli
and cols. [48].

2.2.2. Western blot

Western blotting was performed as previously described by us
[44]. Mesenteric arteries (first- to fourth- order branches) were dis-
sected free of surrounding adipose tissue, homogenized and cen-
trifuged at 3000g for 15 min (4 °C). The protein lysates (50 ng)
were separated by 7.5% SDS-PAGE and then transferred to nitrocel-
lulose membranes. The membranes were incubated with either

primary monoclonal or polyclonal antibodies (anti-eNOS, 1:500
BD Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA; anti-phospho-
rylated-eNOS''”7, 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz,
CA, USA; anti-iNOS, 1:500, BD Transduction Laboratories, Lexing-
ton, KY, USA; anti-Akt, 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa
Cruz, CA, USA; anti-phosphorylated-Ser?”® Akt, 1:500 Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA; anti-gp91ph°", 1:1000,
BD Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA; anti-B-actin
1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA) and
subsequently with appropriate secondary antibodies conjugated
to horseradish peroxidase. Immunoreactive bands were detected
using an enhanced horseradish peroxidase/luminal chemilumines-
cence system (ECL Prime, Amersham International, Little Chalfont,
UK) and film (Hyperfilm ECL International). Images were analyzed
and quantified by densitometry (Image/ software) and all data were
normalized to B-actin levels (loading control). The data are from
five independent experiments and are expressed as percentage of
arbitrary units in relation to the VEH + SED group.

Forty-eight hours after completing the program of exercise
training and the measurement of food intake and weight gain,
the hormone levels, vascular reactivity studies in the perfused iso-
lated MVB and western blot analysis were carried out as described
in earlier sessions.

2.3. Experiment 2: Comparing the vascular reactivity profiles between
females submitted to estrogen-deficiency animal model and chronic
ND treatment

Female rats were randomly distributed into 3 experimental
groups (n =8 animals per group): Sham vehicle-treated (SHAM),
Sham ND-treated (SHAM + ND), and ovariectomized vehicle-trea-
ted (OVX). The ovariectomy surgery was performed under general
anesthesia with an intraperitoneal injection (i.p.) of ketamine
(90 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). A bilateral muscle wall inci-
sion was made, and both the ovaries and oviduct were exteriorized.
A sterile silk ligature was placed around the oviducts and part of
each oviduct and the ovaries were removed. The remaining tissue
was returned into the peritoneal cavity and the incisions were
sutured. The sham-operated groups (SHAM and SHAM + ND)
underwent the same procedure without removing the ovaries.

Dosage and administration of ND/vehicle were the same as
described in experiment 1 and the measurement of food intake
and weight gain, hormone levels, and vascular reactivity studies
in the perfused isolated MVB were carried out as described in pre-
vious sessions.

2.4. Statistical analysis

The results are expressed as means * standard error of mean
(SEM). Statistics and graphs were performed using GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA). For each dose-response
curve, the sensitivity to the agonist was calculated by nonlinear
regression analysis as the pD; [-log(ECso)]. To compare the effects
of the inhibitors on the vasodilator responses, some of the results
are expressed as area under the dose-response curve (AUC) or dif-
ferences in the area under the dose-response curve (dAUC) before
and during the specific inhibitor for all experimental groups. The
AUCs and dAUCs were calculated from individual curve plots, being
AUC expressed as absolute values that indicate the magnitude of
the involvement of a pathway and dAUC expressed as percentages
(%) that shows the participation of the mechanism relative to the
global response. Each dependent variable was analyzed using a
regular or repeated measures one- or two-way ANOVA. In the pres-
ence of significant main effects, post hoc comparisons were con-
ducted using Fisher's test. Unpaired t-test was used for
comparing blood lactate concentrations in experiment 1 and
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ovaries weight in experiment 2. The confidence level for signifi-
cance in all tests was set at P < 0.05.

3. Results

3.1. Experiment 1: Effects of Nandrolone Decanoate on vascular
reactivity of sedentary and exercised female rats

3.1.1. Effects of ND treatment on animal characteristics and circulating
hormone levels in sedentary and exercised female rats

Table 1 displays the characteristics, body weight, organs
weight-to-tibia length (TL) ratio and sexual hormone levels of
the experimental animals. Two way ANOVA showed that only ND
treatment, but not physical exercise, increased the weight gain of
female rats (F;2s)=21.31, P<0.001), without any interaction
between these factors. Despite the higher final body weight in
ND treated animals, no difference was observed in the food intake
amongst all groups. When compared to the VEH-treated animals,
ND treatment increased the uterine weight-TL ratio
(F1.28)= 18.77, P<0.001) but reduced the ovaries weight-TL ratio
(F1,28)=9.39, P<0.005). The adiposity index and the gastrocne-
mius weight-TL ratio were calculated to assess the anabolic effect
of ND and physical exercise on fat mass and muscle mass, respec-
tively. While both ND treatment (Fg1,14) = 16.64, P < 0.01) and phys-
ical exercise (F(1,14) = 31.59, P < 0.001) reduced the adiposity index,
two way ANOVA indicated that only ND treatment (F;120)= 28.62,
P<0.001) induced muscle hypertrophy in females. Additionally,
the morphological monitoring of the estrus cycle during the treat-
ment period revealed that ND rats exhibited persistent diestrus
after the beginning of the treatment, whereas VEH-treated animals
showed normal cyclicity. The effects of exercise training were
assessed by measuring the blood lactate level after the end of each
training section. No differences were observed in blood lactate con-
centrations between the exercised groups (VEH+EXC:
10.67 £ 0.85; ND + EXC: 9.10 + 1.41 mmol/L; t;14=0.94, P=0.36),
and in both cases the anaerobic threshold was reached (i.e. blood
lactate level > 7.0 mmol/L).

Regarding the hormone levels (24-48 h after the last drug injec-
tion), chronic ND treatment (F; 5, = 17.79, P = 0.001), but not exer-
cise (F1,15)=1.02, P=0.32) caused a significant decrease in serum
levels of estradiol, without any interaction between those factors
(F1,15)=0.55, P=0.46). Additionally, two way ANOVA indicated
that the chronic ND treatment increased (F13)=164.3,
P<0.001), but physical exercise decreased (F,13)=27.95,
P <0.001) the levels of testosterone, with a significant interaction
between these factors (F(; 13)=23.79, P<0.001).

Table 1

3.1.2. Effects of ND treatment on vasodilator responses in sedentary
and exercised female rats

The perfusion pressure of the MVBs isolated from female rats
was similar in VEH- and ND-treated animas in both basal (VEH
+SED: 29.8+1.5; ND+SED: 333+19; VEH+EXC: 30.7+2.1;
ND + EXC: 30.0+2.5; mmHg) and after the NE-induced increase
of the wvascular tone (VEH+SED: 127.7+7.1; ND +SED:
1246 +6.0; VEH+EXC: 1119+%50; ND+EXC: 121.0+45;
mmHg). As shown in Fig. 1A and Table 2, the ND treatment
impaired the vascular reactivity of ACh-induced vasodilation of
both sedentary and exercised female rats when compared to
VEH-treated animals. The endothelium-dependent relaxation
induced by ACh in MVBs were significantly lower in ND-treated
animals (R, ND + SED: 73.1 +2.9; ND + EXC: 72.6 + 4.8; % relax-
ation) when compared to VEH-treated animals [R,.,: VEH + SED:
827+21; VEH+EXC: 84.7+28;% relaxation (F;2s)=10.40,
P<0.005)]. The effect of ND treatment in the dose-dependent
relaxation induced by ACh was also observed in the AUC analyses
[VEH + SED: 339.4+7.5; ND+SED: 301.4+17.6%; VEH +EXC:
350.8+9.4; ND+EXC: 284.4+23.2"%:(F,8,=10.94, P<0.01);
*P<0.05 vs VEH +SED; #*#P<0.01 and *P<0.05 vs VEH + EXC);
AU; Fig. 1A, inset]. Exercise training alone or in combination with
ND treatment did not cause any changes neither in AUC, nor in
Rmax induced by ACh. There were no changes in pD, values among
groups for any of the studied drugs (Table 2).

3.1.3. Investigation of the mechanisms underlying the impairment of
vascular reactivity mediated by ND treatment in female rats

To address the involvement of products generated by NOS,
EDHF, and PGs activities in ND-impaired endothelium-dependent
relaxation in MVBs, we examined ACh-induced responses in the
absence or presence of specific inhibitors.

3.1.3.1. Effect of NOS antagonism on endothelium-dependent relax-
ation. Nitric Oxide modulation of ACh-induced relaxation was
evaluated using AG and I-NAME treatments. The Two-way ANOVA
revealed that ND treatment (Fp28)=4.62, P=0.04) and exercise
(F128y=5.03, P=0.03), but not the interaction between them
(F1.28y=0.58, P=0.45) influenced the ACh-induced responses after
iNOS inhibition by AG. The AG treatment of MVBs did not cause
alterations in ACh-induced relaxation in the VEH-groups, however
in the ND + SED group the relaxation was significantly attenuated
(Fig. 1B, Table 2). Interestingly, exercise training prevented the
alterations caused by ND treatment in ND +EXC group (Fig. 1B,
Table 2). The participation of NO from iNOS in the ACh-induced
relaxation is represented by the dAUC values before and after AG
treatment of MVBs [dAUC%: VEH +SED: —7.74 +1.0; ND + SED:

Biometric characteristics and hormone levels from vehicle sedentary group (VEH + SED), Nandrolone Decanoate (ND)-sedentary group (ND + SED), vehicle-exercise group (VEH
+ EXC), and ND-exercise group (ND + EXC).

VEH + SED ND +SED VEH +EXC ND + EXC
Initial Body weight (g) 199.2+3.4 199.7 5.1 198.7 £3.6 195.0+4.5
Final Body Weight (g) 278665 3238697 274.0+13.0 320.8+8.4 "
Weight gain (%) 43.4+42 68.9+4.37* 46.8+5.6 655+4.7 %
Food intake (g) 20.8+0.9 204+09 193+07 208+0.8
Uterus/TL (mg/cm) 140.0 +10.8 190.4 + 10.5™* 126.9+20.8 205.0+14.77%#
Ovaries/TL (mg/cm) 342421 275428 330+16 260+207%
Gastrocnemius/TL (mg/cm) 406.4+18.4 527.7 +19.37** 414.4 £20.5 4883+ 14,47
Adiposity Index (%)* 532+03 3.31+037 2.88+02" 26+017
Estradiol (pg/mL) 52.0+3.4 305+ 2.8 62.9+10.9 321+ 1.0
Testosterone (ng/mL) 0.2+0.01 284027 0.1+0.01 13+0.117%#%

Values are means + S.E.M. ‘Body fat mass (g)/final body weight (g) x 100. P < 0.01 and "P<0.05 vs. VEH + SED group; **P < 0.01 and *P < 0.05 vs. VEH + EXC group; P < 0.01
vs. ND + SED group (two-way ANOVA followed by Fisher’s test), n =8 per group. TL, tibia length.
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Fig. 1. Effects of ND treatment on endothelium-dependent and NO-mediated ACh-induced relaxation in sedentary and exercised female rats. Dose-response curves for ACh
were determined in mesenteric vascular beds (MVBs) pre-contracted with noradrenaline (NE) in (A) absence of inhibitors, in presence of (B) aminoguanidine (AG) or (C)
NG -nitro-t-arginine methyl ester (.-NAME). Inset figures show the (A) area under the dose-response curve (AUC), (B) differences in the area under the dose-response curves
(dAUC%) before and after the presence of AG, and (C) dAUC% before and after the presence of 1-NAME. These data provide information about the magnitude of the
participation of NO in ACh-induced relaxation. The responses are expressed as the percentage of reduction in the perfusion pressure relative to the pre-contractions induced
by NE. Each point represents the mean of 8 experiments + S.E.M. P < 0.05 vs. VEH + SED group; **P < 0.01 and #P < 0.05 vs. VEH + EXC group; 3P < 0.05 vs. ND + SED group by
two-way ANOVA followed by Fisher’s test.

Table 2
Maximum response (Rpyax) and sensitivity (pD») of the dose-response curves to acetylcholine in the MVBs.

Control AG L-NAME L-NAME + INDO

Rmax pD: Rinax pD: Renax pD: Renax pD,
VEH +SED 827121 5.9710.1 75.8£3.0 5.81£0.1 437166 495:02 374155 5.13£0.1
ND + SED 7314297 6.030.1 64.0 £527* 6.16+0.2 451+38 524+02" 443+7.1 513402
VEH + EXC 847428 5.90+0.1 81.7+32 5.94+0.1 363+7.7 449402 245452 5.01+02
ND + EXC 726248 6.13:02 76.1£32°% 611102 364149 522+0.1* 35.0£6.6 48102

The results are the means + S.EM. of 8 experiments. Rq.x, maximal response (expressed as the percentage of the maximum relaxation induced by ACh); pD,, —log one-half
Romax: N = 8 per group. AG, aminoguanidine; .-NAME, N°-nitro-1-arginine methyl ester; INDO, indomethacin. Statistical significance is indicated by "P <0.05 vs. VEH + SED

group; **P <0.01 and *P < 0.05 vs. VEH + EXC group; *P< 0.05 vs. ND + SED group (two-way ANOVA followed by Fisher’s test).

—16.8 £4.1"*#; VEH+EXC: —0.8%27; ND+EXC: —-9.6+2.1%
(F1.28y=10.31, P < 0.01 for treatment; F, 55) = 6.4, P < 0.05 for exer-
cise); *P<0.05 vs VEH +SED; #*#P<0.01 and #*P<0.05 vs VEH
+EXC; Fig. 1B, inset]. These findings suggest that ND treatment
increased the iNOS participation in the relaxation responses com-
pared to VEH groups, and exercise restored the alteration in this
pathway induced by ND treatment. The pD; values for ACh-
induced relaxation did not differ among all groups after AG treat-
ment of MVBs (Table 2).

The I-NAME treatment of MVBs promoted a marked attenuation
of ACh-induced relaxation (Fig. 1C) and no differences mediated by
ND treatment or exercise were observed in the relaxation
responses among the groups. Under these conditions, the dose-
response curves shifted to the right in all groups, but this shift
was smaller in preparations from ND-treated groups than VEH-
treated groups, as shown by the pD, values [(F12s)=6.31,
P=0.018 for treatment); Table 2]. Furthermore, the effects of a
decreased NO-mediated relaxation in MVBs, mediated by the
NOS inhibitor I-NAME, were greater in ND + SED and ND + EXC
groups than VEH-treated groups, as shown by the dAUC values
[(F128)=12.77, P<0.05 for treatment; F;2g)=12.01, P<0.05 for
exercise; F28)=0.04, P=0.82 for interaction); Fig. 1C, inset].
These results suggest that ND leads to an endothelial dysfunction
in MVBs from female rats by reducing the NO component in the
vascular relaxations induced by ACh. Even though the exercise
training was able to promote an increase in the NO bioavailability
in EXC-groups, this increase was not capable of rescuing the NO
pathway in ND-treated group.

3.1.3.2. Effect of EDHF and COX inhibition on endothelium-dependent
relaxation. To investigate the putative role of EDHF on the impair-
ment of vascular reactivity mediated by ND treatment in female
rats, the MVBs were treated with I-NAME plus INDO to prevent
the formation of NO and vasoactive prostanoids, respectively. As
shown in Fig. 2A, the inhibition of NOS and prostanoid pathways,
leaving the EDHF as the only intact pathway, promoted a pro-
nounced attenuation in the relaxation to ACh in both VEH- and
ND-treated female rats, without any difference between these
groups. Likewise, neither ND treatment nor exercise induced
changes in both R, and sensitivity of the MVBs to ACh (Table 2),
indicating that the EDHF-mediated relaxation was similar in all
groups. The magnitude of EDHF participation in the ACh-induced
relaxation can also be shown by the AUC values (Fig. 2A, inset).

To investigate whether the PGs are involved in the ND-induced
changes in vascular reactivity to ACh, we assessed the dAUC (%)
values in the presence of I-NAME and after inhibition with both
I-NAME and INDO, which indicates the magnitude of the involve-
ment of PGs in the relaxation response. No differences were
observed between groups when comparing the dAUC (%) (Fig. 2B).
In addition, neither ND treatment nor exercise induced incremen-
tal changes in Ryax or pD» of the dose-response curves assessed in
the presence of I-NAME plus INDO (Table 2). These results are
indicative of a non-expressive participation of prostanoids in the
ACh-induced relaxation response in the MVBs of the studied
groups. Overall, these data imply that ND treatment does not affect
prostanoid or EDHF components of relaxation, but impairs the NO
pathway of endothelial relaxation.
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Fig. 2. Effects of ND treatment on EDHF- and prostanoid-mediated ACh-induced
relaxation in the MVBs from female rats. MVBs from sedentary and exercised
female rats were pre-contracted with NE in presence of (A) N¢ -nitro-1-arginine
methyl ester (.-NAME) plus indomethacin. The inset figure shows the area under
the dose-response curves (AUC%) after the double blockade, which provides
information about the magnitude of the participation of EDHF in ACh-induced
relaxation. In (B) the role of prostanoids in MVB relaxation is represented by dAUC%
between the groups in the presence of .-NAME and after inhibition with .-NAME
plus indomethacin. The responses are expressed as the percentage of reduction in
the perfusion pressure relative to the pre-contractions induced by NE. Each point
represents the mean of 8 experiments + S.EM.

3.1.4. Effects of ND treatment on NOS, Akt, and NADPH oxidase
expression in the MVBs from sedentary and exercised female rats

To further examine the influence of ND treatment on NO path-
way, we analyzed the protein expression of iNOS, eNOS, Akt and
NADPH oxidase in the MVBs from female rats. Western blot analy-
ses of mesenteric vessels lysates showed that ND treatment led to a
marked reduction of eNOS phosphorylation [(F1,17)= 6.43, P<0.05
for treatment); Fig. 3A] and to an increase of iNOS expression when
compared to VEH-treated groups [(F1,17)= 10.06, P < 0.01 for treat-
ment); Fig. 3B]. Moreover, we investigated whether ND induced
the activation and/or the phosphorylation of Akt, which is known
to activate eNOS in vascular endothelial cells. We observed that
ND reduced the activation of Akt in the mesenteric vessels lysate,
as shown by the phospho/total Akt protein expression
[(F1,17y=6.08, P<0.05 for treatment); Fig. 3C]. Additionally, we
evaluated the effects of ND treatment on gp91°"%* protein expres-
sion, a subunit of the NADPH oxidase complex, which is a source of
superoxide anion production in endothelium. The expression of
gp91P"™ subunit was augmented in ND-treated females when
compared to VEH-groups [(F16)=5.12, P<0.05 for treatment);

vascular dysfunction in females similar to the alterations observed in
estrogen deficiency model

In this second set of experiments, we focused to determine if
ND treatment of female rats was sufficient to reproduce the estro-
gen deficiency-induced vascular dysfunctions. Therefore, we com-
pared the effects of ND-treated to ovariectomized female rats on
MVBs function.

3.2.1. Animal characteristics and circulating hormone levels in ND-
treated and ovariectomized female rats

The data referring to body weight, organs weight-to-TL ratio
and sexual hormone levels are summarized in Table 3. All animals
that underwent ovariectomy showed increased in body weight
gain and decreased uterine weight-TL ratio when compared to
SHAM group (Table 3). These findings demonstrate that the com-
plete removal of the ovaries was successful and that the lack of
ovarian hormones led to the uterine atrophy, a highly estrogen-
sensitive tissue.

As reported in experiment 1, ND treatment caused a significant
decrease in serum levels of estradiol, which is similar to the effect
observed in OVX female rats (Fz10)=945, P<0.01), and an
increase in the levels of testosterone (Fp9)=79.30, P<0.001).
Compared to SHAM group, ND-treated rats had a significant
increase in the body weight gain (F221)=11.00, P<0.001) and in
uterine weight-TL ratio (Fz21)=125.2, P<0.001), and a reduction
in the ovaries weight-TL ratio (t;;)=2.81, P<0.05) at the end of
the treatment. These results highlight the effects of the androge-
nization mediated by AAS treatments in females, and reveal a sim-
ilar pattern of alterations between females receiving doses of ND
and OVX animals. No differences were found in the adiposity index
and in the gastrocnemius muscle weight-TL ratio between SHAM
and OVX, but ND-treated females showed reduced fat mass and
increased muscle weight-TL ratio, indicating the anabolic effects
of the AAS treatment.

3.2.2. Evaluation of vascular reactivity in ND-treated and
ovariectomized female rats

Fig. 4 summarizes the data of dose-response curves obtained in
conditions of normal or endothelium-derived vasoactive factors
inhibitors. Perfused MVBs isolated from ND-treated and OVX
female rats exhibited significantly altered responsiveness to ACh
(F2.21y= 6.66, P < 0.01), indicative of vascular dysfunction (Fig. 4A).
The females with low levels of circulating estradiol showed a sig-
nificant attenuation in the vascular relaxation responses (Rpax:
SHAM + ND: 73.1£2.9; OVX: 67.0 £ 3.0;% relaxation) when com-
pared to SHAM animals (R, SHAM: 84.0 +3.2;% relaxation;
Table 4). Likewise, the effects of AAS treatment and ovariectomy
on ACh dose-response curves in MVBs from female rats are also
demonstrated in the AUC analyses [(Fz21) = 4.45, P <0.05); Fig. 4A
inset). No differences in ACh sensitivity were seen in any of the
groups (Table 4).

The effects of endothelium-derived vasoactive factors in the
ACh-elicited relaxation responses are illustrated in the panel of
Fig. 4. The estrogen deficiency state induced by ND treatment
and ovariectomy lead to a decrease of NO-mediated relaxations
in resistance vessels of female rats. While the MVBs treatment with
AG, but not I-NAME, significantly reduced the concentration-
induced relaxation to ACh in both SHAM +ND and OVX groups
compared to SHAM control group (Fig. 4B and C, and Table 4),
opposite effects mediated by these NOS inhibitors were observed
in the dAUC (%). Our results showed that whereas there was an
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Fig. 3. Effect of ND treatment on the expression of signaling pathway proteins. Western blot analysis of (A) eNOS, (B) iNOS, (C) Akt and (D) NADPH oxidase (ng]""”") in the
mesenteric arteries (upper panels, representative blots). The column graphs refer to the densitometry analysis of the bands normalized to (A) total eNOS (C) total Akt or (B,D)
B-actin expression. Each column represents the mean of 5 experiments + S.E.M., and the results are expressed as the percentage of the VEH + SED group. 'P< 0.05 vs. VEH
+SED group; **P< 0.01 and *P < 0.05 vs. VEH + EXC group by two-way ANOVA followed by Fisher’s test.

Table 3
Biometric characteristics and hormone levels from SHAM (SHAM), SHAM-treated
with Nandrolone Decanoate (ND) (SHAM + ND), and Ovariectomized (OVX) groups.

SHAM SHAM + ND ovX
Initial Body weight (g) 1962+50  199.7%5.1 201.7 +4.1
Final Body Weight (g) 283.8+57 3238697 312.2£49"
Weight gain (%) 440+43 68.9+43" 59.6+26"
Food intake (g) 201+2.1 20.4+09 208+06
Uterus/TL (mg/cm) 128464  1904+1057% 283+27"
Ovaries/TL (mg/cm) 374+20 275+2.8 -
Gastrocnemius(TL (mgfcm) 4064+184 5277+ 1937%  4533+133
Adiposity Index (%) 532403 3314037 486402
Estradiol (pg/mL) 543+45 305+28" 325454
Testosterone (ng/mL) 0.21+0.01 2.84+027%* 0.17 £0.02

Values are means + S.E.M. *Body fat mass (g)/final body weight (g) x 100. “P<0.01
and P < 0.05 vs. SHAM group; **P <0.01 and vs. OVX group (one-way ANOVA fol-
lowed by Fisher's test), n=8 per group. TL, tibia length. Note that SHAM + ND
(experiment 2) and ND +SED (experiment 1) are the same group. ND + SED was
renamed to assist readers to compare groups in experiment 2.

increased participation of iNOS in the ACh-induced relaxation of
MVBs from SHAM + ND and OVX groups (Fig. 4B, inset), the overall
involvement of NO component in the vascular responses was
reduced in both estrogen deficient groups (Fig. 4C, inset). In

contrast to I-NAME, inhibition of COX with INDO did not affect
the response to ACh in the studied groups, as demonstrated by
comparing both the dAUC (%) and the Rmax in the presence of only
I-NAME and in the presence of both L- NAME plus INDO
(Fig. 4D and E, and Table 4). In addition, neither the treatment with
ND nor ovariectomy caused changes in the EDHF-mediated
ACh-induced relaxation in the isolated MVBs (Fig. 4D).

4. Discussion

The results of this study support our hypothesis that high doses
of ND alters the endothelial function of resistance vessels in both
sedentary and exercised female rats. Our major findings show that
ND (i) impairs vascular reactivity most likely mediated by alter-
ations in the endothelium-dependent NO-pathway, (ii) induces
changes in the expression and activation of proteins that can mod-
ulate the vascular tone, (iii) induces functional changes in the
MVBs similar to those found in ovariectomized animals, and (iv)
leads to physiological and vascular alterations that are not
improved by physical exercise. Overall, our study provides new
data that help uncover the role of AAS modulating endothelial
function in females in the CV disease caused by steroids abuse.
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Fig. 4. Effects of ND treatment on the dose-response curve of ACh-induced relaxation in the absence and presence of pharmacological inhibitors. (A) Dose-response curve for
ACh was determined in mesenteric vascular beds (MVBs) in absence of inhibitors. The inset figure shows the area under the dose-response curve (AUC). MVBs were pre-
contracted with NE in presence of (B) aminoguanidine (AG), (C) chl'litl'O*l*al'giI)i]'le methyl ester (.-NAME) or (D) .-NAME plus indomethacin. The inset figures show (B)
differences in the area under the dose-response curves (dAUC#%) before and after the presence of AG, (C) dAUC% before and after the presence of L-NAME and (D) the area
under the dose-response curves (AUC%) before after the double blockade. In (E) the role of prostanoids in MVB relaxation is represented by dAUC% between the groups in the
presence of L-NAME and after inhibition with .-NAME plus indomethacin. The ACh-induced responses are expressed as the percentage of reduction in the perfusion pressure
relative to the pre-contractions induced by NE. Each point represents the mean of 8 experiments + S.E.M. P < 0.001, P < 0.01 and "P < 0.05 vs. SHAM group; by one- or two-
way ANOVA followed by Fisher's test.

Table 4
Maximum response (Rmay) and sensitivity (pD,) of the dose-response curves to acetylcholine in the MVBs.
Control AG 1-NAME 1-NAME + INDO
Rmax pD> Rmax pD2 Rimax pD Rmax pD
SHAM 84.0£3.2 5.96+£0.1 776+£20 5.84+£0.1 40264 523£02 392262 5.11£02
SHAM + ND 73.1%2.9 6.03£0.1 64052 6.16+0.2 45.1+£38 5.24£02 443171 5.13£02
ovX 67.0£3.0" 643202 536+56" 58302 42.2£6.2 5.44£02 36879 44402

The results are the means + S.E.M. of 8 experiments. Ry,,x, maximal response (expressed as the percentage of the maximum relaxation induced by acetylcholine); pD,, —log
one-half Rmax; 11 =8 per group. AG, aminoguanidine; .-NAME, N°-nitro-i-arginine methyl ester; INDO, indomethacin. Statistical significance is indicated by "P<0.01 and
'P< 0.05 vs. SHAM group (one-way ANOVA followed by Fisher's test).

Focusing in a translational approach, the anaerobic nature of suggesting that AAS contributes to impair vascular reactivity
the resistance training protocol used in this study was chosen aim- [21,22,25] in different conductance or resistance vessels from male
ing to reproduce the muscle-enhancing series commonly used by subjects. Our research group has previously shown that treatment
both men and women AAS users [50,51]. Despite of the favorable with ND led to the development of hypertension without impair-
effects of exercise training on the musculoskeletal system (or in ment of vascular reactivity in male wistar rats under similar treat-
different systems) [52], our findings indicate that the resistance ment regimen used here [14]. In the current study, we found that
training did not produce an adaptive vascular response in the ND altered the ACh-induced endothelium-dependent dilation in
MVBs nor did it prevent the alterations in the vascular responses MVBs from both sedentary and exercised female rats, suggesting
caused by ND in female rats. that the vascular effects of AAS are sex-specific and the influence

Although a few reports did not describe alterations in vascular of the hormonal milieu between male and females could result
responses of adult male rodents exposed to ND [14,53], our data in distinct consequences of AAS use for these populations. While
corroborates other previous clinical and experimental studies we cannot discern whether the negative vascular effects observed
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in ND-treated females are due to a direct effect of ND or to an indi-
rect effect of serum levels of testosterone, our data also suggest
that the reduction of circulating levels of estradiol in ND treated-
females could lead to an impairment of vascular reactivity. The rel-
evance of estrogen-deficient state in the CV system are well-recog-
nized, with implications in the development of several vascular
alterations in both animals and humans [40,54]. The possible
mechanism by which androgens can lead to a reduction in estrogen
levels is via the activation of a negative feedback loop of both fol-
licle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH), as
demonstrated by Bordbar and cols. (2014) [55]. In addition, ND
treatment caused an ovarian hypotrophy that could also be related
to the reduction in the serum levels of estradiol and the estrous
acyclicity, widely reported by others [13,56,57]. Interestingly, our
data show that the persistence in diestrous phase as well as the
increase in body weight found in ND-treated females are similar
to the alterations in estrogen-deficiency caused by ovariectomy.
The most remarkable finding of our study is that NO-induced
vasodilation was significantly reduced in ND-treated females when
compared to VEH group, suggesting a marked impairment of
endothelial NO function in a vascular bed that contribute substan-
tially to peripheral vascular resistance [58]. Under our experimen-
tal conditions, the NO-inhibitor I-NAME markedly attenuated
relaxation in all groups; however, the magnitude of the effect of
I-NAME (% dAUC) was lower in both ND+SED and ND +EXC
groups. Altogether, these data indicate that there was a reduction
in the activity of the NO pathway in the AAS treated groups. Similar
results were described by Chinnathambi and cols. (2013, 2014)
[24,59], who reported that pregnant and nonpregnant rats with
prenatal testosterone exposure had the NO component of ACh
relaxation significantly impaired in mesenteric arteries.
Interestingly, the alterations in NO-component induced by ND
treatment are similar to those observed in the MVBs from OVX
rats. In addition to the similar vascular responses to ACh detected
in both OVX and SHAM + ND groups, we also observed that the
magnitude of the effect of I-NAME (%dAUC) was lower in these
estrogen-deficient groups compared to the control SHAM female
rats. The reduced bioavailability of NO as major cause of endothe-
lial dysfunction in ovariectomized rats has been previously
described by us [44,46,47] and others [60,61] and highlights the
interplay between NO and estrogen levels. Thereby, this data sup-
port that estrogen deficiency could be an important factor mediat-
ing vascular dysfunction in ND-treated females.
Nandrolone-mediated impairment in the MVB reactivity was
accompanied by decreased phosphorylation of eNOS (Ser''?”) and
Akt (Ser*”®) in mesenteric vessels from both sedentary and exercised
treated females, suggesting reduction in the activity state of both
eNOS and Akt in these groups. Ser'!”” eNOS phosphorylation site
is the major regulator of NO production in the systemic vasculature
[62] and is regulated by the phosphatidylinositol 3-kinase-protein
kinase B (PI3K/Akt) pathway, amongst others. Nandrolone is
reported to modulate Akt pathway in different tissues [63,64], but
to our knowledge, here we show for the first time that high doses
of ND are able to reduce the activation of Akt in vasculature, and
therefore eNOS activation, leading to decreased NO formation. It is
worth mentioning that once ND also diminishes circulating levels
of estrogen, we cannot determine whether the reductions in eNOS
(Ser''77) and Akt (Ser*”) phosphorylation are due to a direct effect
of ND or to reductions in endogenous estrogen since the latter hor-
mone is well-known to stimulate phosphorylation of eNOS and
Akt [65,66]. Moreover, while evidences show that resistance train-
ing can increase NO bioavailability [67], ours and other results
[68,69] further demonstrate that this increase is directly determined
by different resistance training protocols and intensities.
Under physiological conditions, eNOS activity is the major con-
tributor to NO production in the vasculature [70]. iNOS, whose

expression is rarely detected in vascular endothelial and smooth
muscle cells under physiological conditions [71], may have its
expression increased after either inflammatory or cytokine stimu-
lation, which has been shown to contribute to vascular damage
and oxidative stress [72,73]. Our results demonstrate that in the
presence of iNOS inhibitor AG, the ACh-induced relaxation of MVBs
from ND + SED group was significantly attenuated, but AG did not
modify the response in the ND-EXC and VEH-treated groups. These
physiological phenomena were confirmed by molecular data, evi-
dencing that long-term administration of ND can stimulate iNOS
expression in mesenteric arteries from female rats. Altogether,
our findings indicate a higher putative participation of NO from
iNOS in the ACh-relaxation responses in ND-treated female rats,
alteration interestingly prevented by resistance exercise. However,
the contribution of iNOS was not able to compensate the NO- defi-
ciency in ND-treated females, once these animals showed reduced
relaxation responses to ACh. Our data are in accordance with
others authors who observed high doses of AAS stimulating inflam-
matory cascades in different tissues [74,75]. Remarkably, however,
some reports suggest that elevated levels of testosterone have a
positive impact in iNOS, inhibiting its expression in macrophages
[76]. On the other hand, studies using ovariectomized rats show
that iNOS expression is elevated and may impair vascular
responses [47,77]. This supports the concept that estrogen-defi-
ciency may be a key mechanism by which ND induces vascular
dysfunction in females. Consistently, our data also show that
OVX and SHAM + ND females have an impairment in ACh-induced
relaxation in the presence of AG.

Reinforcing the hypothesis that the reduction of NO bioavail-
ability is involved in the impaired vascular responses in the AAS
group, we also showed an increase in the expression of NADPH oxi-
dase subunit gp91P"* in mesenteric vessels from ND-treated
females. The role of increased generation of reactive oxygen spe-
cies (ROS) underlying endothelial dysfunction and decreasing NO
bioavailability [78,79] is well recognized, and attention has been
drawn to NADPH oxidase, the main source of oxidative stress in
the cardiovascular system [79]. Not only androgens are known to
induce oxidative stress [25], but also some oxidant defense
enzymes, such as glutathione peroxidase and glutathione reduc-
tase, have been shown to have decreased activity after ND treat-
ment [74]. Conversely, other endogenous anti-oxidants, e.g.
catalase and MnSOD, were not altered by ND in aortic segments
of male rats [25]. Recently, Frankenfeld and cols. (2014) [80]
described that the alterations induced by ND in the mRNA expres-
sion of NADPH oxidase are tissue-specifics in males after 8 weeks
of treatment, supporting our results of ND inducing oxidative
stress in mesenteric vessels from females.

In addition, it was demonstrated that neither EDHF nor prosta-
noid components of relaxation were altered by ND, physical exer-
cise, or estrogen deficiency in MVBs from female rats. The
inhibitory effect of I-NAME on ACh-induced relaxation was not
modified by the COX blockade, based on pharmacological analysis
using indomethacin. Moreover, the residual dilation after blocking
NO/PGs pathways (I-NAME +INDO) revealed that EDHF con-
tributes substantially to MVBs relaxation, supporting earlier find-
ing [81], even though this factor was not altered amongst all the
studied groups. Despite of being demonstrated that sex hormones
appear to modulate these two relaxing factors [82,83], variations in
the EDHF and/or PGs have been attributed to the use of different
arterial types, estrogen-status or androgens levels [37,59,77,84].

In summary, the present study offers new insights into the car-
diotoxic effects of ND. Our study indicate that chronic ND treat-
ment induces endothelial dysfunction, which alters vascular
responsiveness by a mechanism that involves NO pathway and
possibly increased oxidative stress. Moreover, results presented
here evidenced that exercise training was not able to offer a vascu-
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lar protective effect in females under AAS regimen. Finally, our
findings raise the possibility that ND treatment increases the risk
for vascular injury in this gender, a response that could predispose
to cardiovascular diseases. Even though we provided a parallel
mechanism focusing on the outcome of estrogen deficiency in
ND treated females, we cannot exclude the putative role of AR in
the vascular alterations observed in our experiments. The negative
outcomes of ND and other AAS treatments in the CV system in both
male and females could be potentially reduced by the use of selec-
tive androgen receptor modulators (SARMs). Even though these
tissue-selective AR ligands are still not commercially available,
clinical trials are currently being conducted and have demon-
strated superior safety profiles when compared to some AASs.
Nonetheless, large clinical trials are necessary to confirm if these
AAS-induced alterations are maintained in a long period of regi-
men and after the drug withdrawal.
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