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Resumo
O uso abusivo de esterdides € uma questdo preocupante especialmente o0s

efeitos dos esterdides anabdlicos androgénicos (EAA) sobre a funcao
cardiovascular. Dados demonstram ocorréncia de hipertenséao arterial,
cardiomiopatias, arritmias, insuficiéncia cardiaca e morte subita, em fungédo do
tempo de uso. A hipertenséo ja acomete cerca de 27% da populagéo brasileira e
muitos destes individuos sequer sabem. Nos Udltimos anos muito se tem
estudado sobre os prejuizos promovidos pelos EAA em modelos experimentais,
entretanto, estes estudos se limitam a animais normotensos. Desta forma o
objetivo deste trabalho foi avaliar os pardmetros de contratilidade e proteinas
envolvidas na dinamica do calcio intracelular apds tratamento por 4 semanas
com Decanoato de Nandrolona em associacdo com Enalapril. Para tanto ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) machos com 12 semanas de idade
separados em 4 grupos. Os grupos receberam os seguintes tratamentos: Agua
+ 0leo de amendoim (Controle), Enalapril 20mg/kg/dia (ENALAPRIL), Decanoato
de Nandrolona 20mg/Kg (DECA) e Decanoato de Nandrolona+ Enalapril
(DECA+E). Os tratamentos com agua e enalapril foram realizados via gavagem e
a administracdo de DECA ou 6leo de amendoim por via intramuscular. A pressao
arterial sistolica (PAS) foi avaliada de forma indireta pelo método de
pletismografia de cauda. ApOs anestesia via intraperitoneal com quetamina
Quetamina (100mg.kg-1) e Xilazina (10mg.kg-1)os animais foram submetidos a
cateterizacdo da artéria carétida direita para avaliacdo da funcéo cardiaca. Os
dados foram apresentados por meio da Pressédo sistolica ventricular esquerda
(PSVE), das derivadas temporais (dP/dtmax mmHg/seg) positiva e negativa e a
Constante do tempo de relaxamento isovolumétrico TAU. O coracéo foi coletado
para analise histolégica (H&E) e deposicdo de colageno (picrosirius red). A
andlise da expressdo das proteinas relacionadas com a dinamica de Ca?*
citosdlico foi realizada pelo método de Western blot. O tratamento com DECA
nao altera o peso corporal final, entretanto reduz a gordura epididimal e o
enalapril foi capaz de impedir essa alteracdo quando associado ao DECA.
Adicionalmente o DECA aumentou a razdo do peso da prostata com o
comprimento da tibia e o enalapril ndo é capaz de impedir esse aumento. Os
animais apresentaram PAS inicial semelhante, entretanto, ap6s o término do

tratamento o enalapril reduziu a PAS, o DECA aumentou esse parametro e no



grupo Decanoato+enalapril o aumento foi revertido. O DECA aumenta a PSVE e
a derivadas positiva e negativa em relagcdo ao controle, o enalapril isolado nao
altera esse parametro e a associacao foi capaz de reverter essa alteracdo. O
TAU € reduzido no grupo DECA e a associacdo com enalapril reverte
parcialmente esse parametro. As proteinas SERCA-2a e p-PLB-Serl6, bem
como a razdo SERCA-23/PLB s&do aumentadas nos animais DECA e o enalapril &
capaz de prevenir esse aumento. Desta forma concluimos que o Decanoato de
Nadrolona altera afuncdo cardiacae o enalaprii é capaz de impedir as
alteracOes causadas nos animais SHR, sugerindo uma importante participacao

do sistema renina angiotensina na promocéao destas alteracoes.

Palavras Chave: Esteroides anabdlicos androgénicos; Sistema renina

angiotensina; Contratilidade cardiaca; Proteinas Reguladoras do Calcio.



ABSTRACT
Abuse of steroids is a matter of concern especially the effects of anabolic
androgenic steroids (AAS) on cardiovascular function. Data demonstrate the
occurrence of arterial hypertension, cardiomyopathies, arrhythmias, heart failure
and sudden cardiac death, depending on the duration of use. Hypertension
already affects about 27% of the Brazilian population and many of these people
do not even know. In recent years much has been studied about the losses of
AAS in experimental models, however, these studies are limited to normotensive
animals. Thus, the objective of this work was to evaluate the parameters of
contractility and proteins involved in the intracellular calcium dynamics after a 4-
week Nandrolone Decanoate (DN) treatment, associated with Enalapril. The
subjects were 12 week-old SHR males divided into 4 groups. The group of
hypertensive rats was divided into the following experimental groups treated with:
vehicle (Control), Enalapril 10mg/ kg/day (ENALAPRIL), Nandrolone Decanoate
10mg / kg (DN) and Enalapril + Nandrolone Decanoate (DN+E). Systolic blood
pressure (PAS) was indirectly assessed by the tail plethysmography method.
After receiving anesthesia via peritoneal ketamine (30mg / kg,) and xylazine (3mg
/ kg), the animals were submitted to catheterization of the right carotid artery to
evaluate cardiac function. The data were presented by means of the Left
Ventricular Systolic Pressure (LVSP), of the temporal derivatives (dP/dtmax
mmHg/sec), positive and negative, and TAU. The heart was collected for
histological analysis (H&E) and deposition of collagen (picrosirius red). Analysis
of the proteins expression related to cytosolic Ca2 + handling was performed by
the Western blot method. Treatment with DN does not alter the final body weight,
however it reduces epididymal fat and enalapril is able to prevent this change
when associated with DN. In addition, DN increased the ratio of prostate weight
to tibial length and enalapril is not able to prevent this increase. The animals
presented similar initial SBP, however, after the end of the treatment enalapril
reduced SBP, the DN increased this parameter and in the Decanoate + enalapril
group the increase was reversed. The DECA increases the LVSP and the
positive and negative derivatives in relation to the control, the enalapril alone
does not alter this parameter and the association is able to reverse this alteration.
TAU is reduced in the DN group and the association with enalapril partially



reverses this parameter. SERCA-2a and p-PLB-Serl6 proteins as well as the
SERCA-2a / PLB ratio are increased in DN animals and enalapril is able to
prevent this increase. Thus, we conclude that Nadrolone Decanoate alters
cardiac function and enalapril is able to revert the changes observed in SHR

animals.

Keywords: Anabolic androgenic steroids; Renin angiotensin Systen; Cardiac
contractility; Calcium Regulatory Proteins.
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1. INTRODUCAO
1.1 ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS (EAA)

Os efeitos cardiovasculares dos EAA, especificamente promovidos pelo
decanoato de nandrolona (DECA) foram objetivos de nosso estudo, desta forma
se faz necessario uma breve revisdo sobre essas substancias. Os EAAs séo
derivados sintéticos da testosterona e assim como a molécula precursora
exercem os seus efeitos em diversos tecidos, incluindo os tecidos reprodutivos,
muasculos, ossos, foliculos pilosos da pele, figado, rins e o0s sistemas
hematopoiético, imunitario e nervoso central (Mooradian et al., 1987; Hartgens;
Kuipers, 2004). Os efeitos androgénicos destes hormonios podem ser
considerados como aqueles associados a masculinizacdo e os efeitos
anabdlicos como aqueles associados com a sintese de proteinas. Durante a
puberdade, os efeitos androgénicos resultantes do aumento da esteroidogénese
testicular se manifestam pelo crescimento dos testiculos, genitalia externa e
glandulas reprodutivas masculinas acessorias (prostata, vesiculas seminais e

bulbouretral) e inicia-se a atividade secretora (Wilson et al., 1981).

1.1.1 Breve histérico sobre os EAAS

Até meados do século 18 o mundo desconhecia o termo anabolizante e também
os efeitos destas substancias no organismo. Entretanto, Vinold Adolph Berthold,
em 1849, selecionou uma espécie de galo e realizou a retirada cirdrgica de seus
testiculos, observando uma reducdo das caracteristicas masculinas que eram
comuns & espécie, levando a compreensdo de quao importantes sdo 0s
testiculos, uma vez que estes por meio, da testosterona promovem a
caracterizacdo masculina. Diversos relatos demonstram que na antiguidade,
eram utilizados secrecdes dos 6rgdos sexuais para tratar impoténcia sexual,
além do uso como substancia afrodisiaca. Charles Eduard Brown, fisiologista
Frances, no final do século XIX administrou em si proprio injecées de um liquido
extraido dos testiculos de porcos da india e de caes, afirmando uma elevacéao da

sua intelectualidade e forca fisica (David et al. 1935; Hoberman; Yesalis 1995).

Em 1935 o cientista Butenandt, ao explorar fatos histéricos e relatos descobriu

uma maneira de purificar a testosterona. Este foi apenas o inicio do avanco
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desta pesquisa inovadora que culminou na sintetizacdo da testosterona por
Leopold Ruzicka e Butenandtem em 1939 (Butenandt; Hanisch 1935; Ruzicka;
Wettstein 1935).

Por diversos anos pesquisadores se empenharam em modificar a estrutura da
testosterona dando origem aos EAA. Desta forma a industria farmacéutica
desenvolveu diversas apresentacdes de EAA sintéticos com intuito de tratar
doencas, podendo ser encontrados na forma de supositorios, cremes e até
mesmo na forma de adesivos de fixacdo na pele, entretanto, os mais conhecidos

sdo os administrados de forma injetavel e oral (Grosselle, 2009).

Os EAA foram inicialmente desenvolvidos com fins terapéuticos, como exemplo,
para o tratamento de pacientes com deficiéncia natural de andrégenos, na
recuperacdo de cirurgias e atrofias musculares, por melhorarem o balanco de
nitrogénio em estados catabdlicos, prevenindo a perda de massa magra e
reduzindo o aumento de tecido adiposo, também no tratamento da osteoporose,
do cancer de mama e anemias, uma vez que estimulam a eritropoiese (Celotti;
Cesi, 1992; Creutzberg et al, 2003; Hebert etal, 1984). Todavia desviando-se de
seu uso clinico, os EAA ganharam destaque principalmente no meio esportivo,
devido as suas propriedades anabodlicas que promovem o aumento de massa
muscular, do desenvolvimento de forca, da velocidade de recuperacdo da
musculatura e o controle dos niveis de gordura corporal melhorando o
desempenho fisico e atlético (Evans, 2004), sendo que a acao tréfica do
hormdnio exdégeno € mais pronunciada do que aquela observada pelos niveis

normais de testosterona na circulacao (Celotti; Cesi, 1992).

Embora comumente utilizada por atletas em busca de melhores desempenhos,
sdo consideradas substancias proibidas pela Agéncia Mundial Antidoping
(WADA) (2010) e classificadas como doping. A associacéo de drogas no esporte
€ uma pratica muito antiga e o desejo de superacdo sem respeitar limites pode
ser evidenciado em diversas etapas da histéria da humanidade. Relatos do uso
de plantas, ervas e cogumelos, com o intuito de favorecer o desempenho dos
atletas também sdo encontrados desde as olimpiadas da Grécia Antiga, que
foram iniciadas em 800 a.C. (Grivetti, Applegate, 1997). Porém, coma
descoberta da testosterona em1905 e seu isolamento em 1935, muitos produtos

sintéticos comecaram a ser produzidos e a busca por estes recursos
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ergogénicos passou a ser evidenciada entre atletas. Relatos apontam o uso de
androgénios no final da Segunda Guerra Mundial para tratar pacientes que se
encontravam em situacdo terminal, como vitimas de traumatismo e outras

situacdes clinica (Czepielewski, 2002; Cunha et al, 2004).

Em 1960, os esterdides anabdlicos tornaram-se conhecidos mundialmente,
quando o atleta Fred Ortiz apresentou-se com uma massa muscular muito

superior a seus concorrentes no campeonato de fisiculturismo (Dirix, 1988).

Um dos casos mais conhecidos foi o do atleta Benjamin S. Johnson, velocista
jamaicano, naturalizado canadense, que em 1988 foi suspenso dos jogos
Olimpicos de Seul, perdendo a sua medalha ao detectarem em sua urina a

presenca de estanazolol, um EAA de utilizacédo proibida (Calfee, Fadale, 2006).
1.1.2 Decanoato de nandrolona e o Mecanismo de acdo dos EAAs.

A testosterona é o principal horménio esteroide, todavia age tanto de forma
anabdlica quanto androgénica. Sintetizada a partir do colesterol por uma
sequéncia de cadeias enzimaticas dentro das células de Leydig, localizadas no
intersticio do testiculo maduro, a testosterona € secretada durante trés épocas
da vida: 1) no primeiro trimestre da vida intra-uterina, transitoriamente; 2) na vida
neonatal e 3) continuamente apdés a puberdade. O nivel de testosterona
produzido pode ser calculado pela depuracdo metabdlica, pela média dos niveis
de testosterona circulante, por diferenca arteriovenosa testicular ou pela taxa de
fluxo testicular (Knobil; Neill, 1988), e seus niveis normais de producdo no
homem adulto é de cerca de 4 a 9mg por dia, podendo ser aumentada pelo
estimulo do exercicio fisico intenso. As mulheres produzem somente 0,5mg de
testosterona/dia, dai a dificuldade em adquirir massa muscular (Machado;
Ribeiro, 2004).

Em decorréncia de seus elevados efeitos androgénicos a testosterona passou a
sofrer modificacbes estruturais de modo a aumentar suas propriedades
anabdlicas e reduzir seus efeitos androgénicos (Hartgens; Kuipers, 2004).
Dentre as modificacbes sofridas pela testosterona € importante citar a 17 a
alquilagdo, onde um grupamento metil ou etil & inserido na posicdo C17q,
permitindo a utilizacdo destes esterdides na forma oral, uma vez que estas

modifica¢cdes implicam numa menor metabolizagéo pelo figado (Shahidi, 2001).
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Outra modificagdo importante encontrada é a esterificacdo do grupamento 17-
hodroxi com uma longa cadeia de hidrocarbonetos, que retarda a biodegradacéo
do EAA pelo organismo. Um produto deste tipo de modificacdo € o Decanoato de
Nandrolona (comercialmente conhecido com Deca-Durabolin®, Organon), onde
a esterificacdo do grupamento 17 hidroxi da nandrolona com o acido decandico
(Figura 1) proporciona ao EAA uma o6tima atividade anabdlica por 6 ou 7 dias e
reduzida atividade androgénica (Shahidi, 2001).

B Esterificagéo do
grupamento 17
Hidroxi
o7 .
Acido decandico
Cl
Nandrolona
Testosterona

0

Decanoato de Nandrolona

Figura 1: Estrutura quimica da testosterona (A), Nandrolona (B) e o processo de
esterificacdo do grupamento 17 hidroxi que origina decanoato de nandrolona (C).

Adaptado e modificado de Kicman, 2008.
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Os mecanismos de pelos quais os EAA exercem seus efeitos ainda permanecem
pouco compreendidos. Basicamente por serem derivados sintéticos da
testosterona, aplica-se a estes 0s mecanismos classicos dos horménios
esterdides. Os EAA podem atuar diretamente em receptores especificos, sendo
gque quando atingem a circulacdo sistémica s&o transportados livres ou
conjugados a proteinas transportadoras, entretanto somente na forma livre pode
se difundir através das membranas de células alvo e alcancar os receptores

protéicos intracelulares.

Uma vez na célula alvo, ele pode sinalizar suas ac¢des por dois mecxanismos
distintos, 0 ndo genomico e o genomico. A via de acado ndo-gendmica é definida
por qualquer acdo mediada pela ligacdo hormoénio-receptor ndo influenciando a
expressao direta de genes, entretanto impulsiona efeitos mais rapidos, tais como
a ativacao de cascatas de sinalizagcdo. Os hormonios esteroidais ao se ligarem a
receptores acoplados as proteinas G induzem uma resposta mediada por canais
ibnicos (ex. aumentando do calcio intracelular) e/ou segundos mensageiros
resultando em ativacdo de proteinas quinases como proteina quinase
dependente de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (PKA) e proteina quinase
C (PKC). Estes mensageiros intracelulares atuam diretamente em proteinas
efetoras, desencadeando respostas intracelulares e/ou indiretamente
promovendo acdo gendmicas. A estimulacdo da proteina Gs (estimulatoria), por
exemplo, ativa a adenilato ciclase, catalisando a formacdo de AMPc, o que
culmina na ativacédo da PKA. A PKA, por sua vez, fosforila o elemento de reposta
do AMPc , que atua como fator de transcri¢cdo (Losel; Wehling 2003; Falkenstein
et al. 2000).

O mecanismo genomico por sua vez, depende da passagem do EAA pela
membrana plasmatica, dentro do citoplasma, o EAA se liga ao receptor
androgénico especifico formando um complexo farmaco-receptor androgénico e
migra para 0 nucleo celular iniciando processos de transcricdo génica e
consequentemente a traducdo de proteinas, modulando assim as acles
celulares dependentes de androgénio (Figura 2) (Celotti, Cesi, 1992; Hebert et
al, 1984; Shahidi, 2001).

A testosterona e os EAA podem exercer seus efeitos androgénicos e anabdlicos

tanto em tecidos reprodutivos quanto em tecidos nao-reprodutivos. Estudos
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demonstram a presenca de receptores androgénicos na musculatura cardiaca e
esquelética e estes apresentam as mesmas caracteristicas e afinidade dos
receptores presentes em tecidos somaticos (Celotti, Cesi, 1992). Entretanto, os
tecidos reprodutivos apresentam um maior nimero de receptores em relacdo
aos musculos e esta relacdo pode ser maior ou menor dependendo do musculo
(Jansen et al, 1994).

AR
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Figura 2. Mecanismos de acdo dos EAA conhecidos até o momento. Todos os EAA tém
acdo direta por meio da (1) ligacdo a receptores nucleares de androgénio (AR), bem como de
estrogénio a e B e de progesterona apds acdo da aromatase , promovendo a dimerizacdo e
translocacdo do receptor para o ndcleo, e (2) regulando a expressdo génica através de
interacdes com elementos de resposta hormonais . Alguns EAA (tais como o decanoato de
nandrolona) também podem ser (3) aromatizados a estrogénios ou exercer suas atividades
através de (4) mecanismos nao-gendmicos (incluindo acdes putativas em receptores
metabotropicos acoplados a proteina G ligados a vias de sinalizagdo segundos mensageiros).

Alternativamente, EAA podem modular alostericamente o (5) gating de receptores (ex: GABA-A),
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e a (6) inibicdo da aromatase (ex:metiltestosterona). Adaptado de Onakomaiya & Henderson
(2016).

Muito embora diversos estudos apresentem os EAA induzindo melhor
desempenho esportivo, diversos prejuizos cardiovasculares estdo associados ao
uso destas drogas, desta forma faremos uma revisdo dos principais efeitos dos

EAA no sistema cardiovascular.
1.1.3 Prejuizos cardiovasculares associados ao uso de EAAS

Em decorréncia do grande crescimento na busca de EAA, diversos grupos de
pesquisa buscam elucidar os principais efeitos colaterais desenvolvidos pelo
abuso dessas drogas principalmente no sistema cardiovascular. Os EAA
parecem exercer efeitos diretos sobre coracdo, por meio da acdo em receptores
nucleares promovendo aumento do RNAm e sintese de proteinas no miocardio
(Kochakian, Yesalis,2000; Melchert, Welder, 1995). Além disso, o uso abusivo de
EAAs tem sido associado a ocorréncia de hipertensdo, cardiomiopatias,
arritmias, insuficiéncia cardiaca e morte subita cardiaca, no qual, esses efeitos
adversos parecem depender da relacdo temporal de uso (Kennedy; Lawrence,
1993; Sullivan et al., 1998; Fineschi et al., 2001; Liu et al., 2003). Complicacdes
como infarto agudo do miocardio e aterosclerose também podem ocorrer devido
a alteracbes no metabolismo de lipoproteinas e disfuncdo endotelial (Caliman et
al, 2017; Hartgens et al, 2004; Kuipers et al, 1991).

Além dos efeitos diretos no musculo cardiaco Ammar et al (2004) e Ebenbichler
et al (2010), buscaram avaliar os efeitos dos EAA na funcdo vascular e
observaram gue a producdo de substancias vasodilatadoras pelo endotélio pode
estar prejudicada. Corroborando estes dados e elucidando melhor o prejuizo
causado no relaxamento vascular, os resultados do estudo de Caliman et al,
2017 demonstram ocorrer reducdo da producao de 6xido nitrico via enzima 6xido

nitrico sintase em ratas wistar tratadas com doses suprafisiolégicas de DECA.

Além dos prejuizos cardiovasculares acima citados, estudos realizados com
ratos wistar demonstraram a influéncia do uso crénico de doses suprafisioldgicas
de Decanoato de Nandrolona em ratos sedentarios na sensibilidade do reflexo
cardiopulmonar Bezold-Jarisch. Verificou-se que o prejuizo do reflexo Bezold-

Jarisch é tempo dependente (Andrade et al., 2008; Bissoli et al., 2009) e que, a
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hipertrofia cardiaca encontrada nesses animais cursa com 0 aumento da
deposicao de coldgeno na matriz extracelular (Andrade et al., 2008; Bissoli et al.,
2009), e que o aumento da pressdo arterial e o prejuizo do reflexo Bezold-
Jarisch(Bissoli et al., 2009) sdo prevenidos quando esses animais séo tratados
com inibidor da enzima conversora de angiotensina concomitante ao uso de
DECA (Andrade et al., 2007).

A ECA é uma ectoenzima, metalopeptidase, que encontra-se ancorada a
membrana plasmatica e esta amplamente distribuida pelo organismo sendo
encontrada tanto nos fluidos corporais quanto nos tecidos como: células
endoteliais, midcitos cardiacos, trato gastrointestinal, testiculo, préstata entre
outros (Dzau; Burt; Pratt, 1988; Sanjuliani et al, 2011). A principal funcdo da ECA
na circulacdo é gerar Ang Il e degradar a bradicinina, como a angiotensina Il
(Ang Il) € um importante regulador do equilibrio hidroeletrolitico, crescimento
celular e remodelamento cardiovascular, age como um ponto focal na integracéo
de processos complexos que ajudam a manter a pressdo sanguinea e a
perfusdo de 6rgaos vitais. Os efeitos da Ang Il sobre o organismo sdo mediados
por receptores de membrana especificos, o receptor de angiotensina do subtipo
1 (AT1) e o receptor de angiotensina do subtipo 2 (AT2R), que assim como a
ECA estdo amplamente distribuidos em varios tecidos (Costerousse et al, 1992;
Riviére et al, 2005).

Estudos em animais utilizando EAA em doses elevadas sugerem que a
insuficiéncia cardiaca, bem como outras alteragdes no coracdo podem estar
relacionados ao surgimento de fibrose, deposicdo de colageno intersticial,
hipertrofia (Franquini et al. 2013) e apoptose de cardiomiécitos (Hassan & Kamal
2013), aumento da atividade do sistema renina-angiotensina, aumento do tonus
autondmico simpéatico e da expressdo de receptores [(-adrenérgicos,
remodelamento elétrico do tecido cardiaco (aumento de corrente de célcio tipo L
e reducdo de corrente transiente de saida de potassio) (Medei et al. 2010),
aumento da contratilidade cardiaca em ratas wistar tratadas com decanoato de
nandrolona 20mg/kg e alteragbes nas proteinas relacionadas a dindmica de
Célcio (Ca?*)(Nascimento et al. 2016).

Diante do exposto acima, demonstrando que os EAA promovem alteragbes na

contratilidade cardiaca por mecanismos relacionados a estimulacdo simpatica e
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a dinamica do Ca?* intracelular, desta forma a seguir faremos uma revisédo sobre

a estrutura dos cardiomiocitos e o0 mecanismo de contracdo dos destes.

1.2 ESTRUTURA DA UNIDADE FUNCIONAL DOS CARDIOMIOCITOS E SEU
MECANISMO DE CONTRACAO E RELAXAMENTO

Os cardiomiécitos sdo constituidos em sua maioria por unidades funcionais
denominadas sarcémeros, totalizando cerca de 50% da massa celular. Estes sédo
organizados de forma continua na célula e com alinhamento perfeito das
unidades repetidas de modo a garantir o processo contratil. Estas unidades sao
constituidas por miofibrilas organizadas de forma longitudinal ao longo do
citoplasma, compostas por proteinas contrateis, estruturais e regulatérias (Katz,
1970; Kobayashi; Solaro, 2005).

As proteinas contrateis presentes no sarcémero sdo distintas e classificadas em
miofilamentos grossos, formados pela miosina e os filamentos finos, formados
por actina, troponina | (cTnl), troponina T (cTnT), troponina C (cTnC) e a-
tropomiosina (a-Tm). Outra importante proteina sarcomérica € a titina, a qual
fornece elasticidade as unidades contrateis, colocando-se desde a linha Z até a
linha M (Morimoto, 2008; Maughan, 2005). A actina apresenta sitios ativos que
interagem com a miosina. Esta interagdo produz um encurtamento dos
sarcbmeros e consequentemente do musculo cardiaco gerando a contracao que
é o resultado final de uma sequéncia de eventos desencadeados pelo estimulo
elétrico que gera o potencial de acdo cardiaco. Atribui-se a este processo o

nome de acoplamento excitacdo-contracdo (Lizardo, 2008).

A capacidade do miécito de gerar potenciais de acdo € decorrente das
alteracGes na permeabilidade da membrana sarcolemal aos ions sodio, potéssio,
cloreto e calcio que ocorrem devido a modificacdes na voltagem celular. Desta
forma, o potencial de acdo do musculo cardiaco inicia-se com a excitagcdo do
sarcolema que promove a abertura de canais de Ca?* dependente de voltagem
do tipo-L, por meio dos quais, uma pequena quantidade de ions entra na célula.
No inicio da contracdo do miocardio, o Ca?* citoplasmatico se liga aos receptores

de rianodina do reticulo sarcoplasmatico (RYRz), culminando na liberacdo de
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grande quantidade de Ca?*, que enfim ativara os miofilamentos contrateis. A esta
resposta € dado o nome de liberagdo de Ca?*-Ca?" induzida (Fabiato, 1985;
Lehman et al., 2009;Lehman& Craig, 2008).

Para que ocorra a contra¢do dos cardiomidcitos os ions Ca?* devem interagir
com os sitios ativos da actina que se encontram bloqueados pela tropomiosina
durante o repouso. No momento da interacdo entre a cTnl e a tropomiosina,
ocorre inibicdo do sitio ativo da actina. A subunidade cTnC possui alta afinidade
pelo ion Ca?*, desta forma o aumento da concentracédo deste ion no citoplasma
do midcito promove sua ligagdo a cTnC com consequente afastamento da
tropomiosina e remocgdo da interacdo entre actina e miosina. Durante a
contracdo, a TnC se liga ao Ca?*, a tropomiosina é afastada removendo a
inibicdo a ligacdo entre actina e miosina. Ainda na presenca da ligacdo Ca?*-
troponina C, outra subunidade da troponina encontra-se ligada a tropomiosina, a
cTnT. A interacdo entre troponina T e tropomiosina faz com que esta Ultima seja
deslocada e exponha o sitio de ligacdo da actina. Sendo entdo o momento no
gual a miosina se liga a actina desencadeando a contracdo (Huxley; Hanson,
1954; Solaro; Rarick, 1998; Moss et al., 2004).

Durante o processo de diastole a maior porcentagem das pontes cruzadas que
existem entre os miofilamentos contrateis se encontram bloqueadas fisicamente
pelo filamento fino. Adicionalmente, podem-se observar pontes cruzadas ligadas
fracamente e incapazes de gerar forca. Ocorre liberacdo do bloqueio fisico dos
miofilamentos contréateis, durante o processo de sistole, por meio da ligacdo do

calcio em sitios proteicos regulatérios (Solaro; Rarick, 1998).

O relaxamento da fibra ocorre pela remocéo do calcio citosdlico por meio de
quatro sistemas de transporte. O principal é a bomba de Ca?*ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA-2a). Ela recapta o Ca?* e 0 armazena no seu interior. A
condicdo de fosforilacdo da fosfolambam (PLB) (proteina que se encontra
agregada a SERCA-2a) influencia diretamente no bombeamento do Ca*? via
SERCA-23, Quando nao fosforilada, a PLB inibe a SERCA-2a. Logo, quando
fosforilada a PLB deixa de inibir a SERCA-2a que capta Ca?* para o interior do
reticulo sarcoplasmatico (RS) promovendo o relaxamento da fibra (Frank et al,
2003; Yano et al, 2005). Um segundo sistema de extrusdo de calcio é o trocador

Na*/Ca?* que coopera para a retirada do Ca?* citoplasmatico ao longo da
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diastole promovendo a entrada de 3 ions Na* para cada 1 ion Ca?* que sai da
célula (Wier et al, 1989)(ver figura 3). A forca que movimenta este trocador
advém do gradiente eletroquimico do Na*, mantido pelo bombeamento ativo da
Na*/K* -ATPase. Outros dois mecanismos de transporte de Ca?* do citosol
menos representativos quantitativamente sdo a bomba de Ca?* do sarcolema e o

uniporter mitocondrial de Ca?* (Bers, 2000).
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Figura 3: Homeostase de Ca?" e o acoplamento excitagdo-contracdo. O processo de
acoplamento excita¢do-contracdo € iniciado quando um potencial de acdo excita a membrana
celular do miécito (sarcolemma) ao longo de seus tubulos transversais. Este processo abre
rapidamente canais de Na+ dependentes de voltagem (principalmente Nav 1.5) que despolarizam
ainda mais a membrana celular, permitindo a abertura de canais de Ca?* dependentes de
voltagem (principalmente Cavl.2). A corrente interna de Ca?* desencadeia a abertura dos canais
do receptor de ryanodina (RyR2) por um processo de liberagdo de Ca?* induzido por Ca?*,
resultando na saida coordenada de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS) que contribui
majoritariamente com a ativagdo de miofilamento via calcio intracelular. O Ca?* liberado pelo SR
liga-se & troponina C do complexo troponina-tropomiosina nos filamentos de actina em
sarcbmeros, facilitando a formacdo de pontes cruzadas entre actina e miosina e a contracao

miocardica. Os canais de K* dependentes de voltagem se abrem para permitir uma corrente
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externa que favorece a repolarizacdo da membrana, estabelecendo as condigBes necessarias
para o relaxamento. O relaxamento ocorre quando Ca?* é levado de volta para o RS através da
acdo da SERCA-2a e sofre extrusdo para fora da célula pelo trocador sarcolemal Na+ e Ca?*. A
SERCA-2a ¢ inibida pelo PLB sob condic6es de repouso. Adaptado de Min; Mark, (2013).

O ion calcio medeia toda a cascata de transducdo de sinais do processo de
acoplamento actina-miosina, uma vez que por meio de sua ligacdo na
calmodulina, uma proteina que age como sensor de célcio intracelular, este ion
auto regula tais eventos. A calmodulina por sua vez, atua na modulacdo de
eventos na célula ativando a proteina quinase e também por via direta. Esta
quinase altera a homeostase do calcio intracelular por meio da fosforilacdo de
outras proteinas como canais de rianodina, os canais de calcio do tipo L, a
SERCA-2a e PLB (Zhang et al., 2004, Yang et al., 2003). A Calmodulina pode
também atuar diretamente no acoplamento excitagdo-contracdo por meio da

liberacdo de célcio do reticulo sarcoplasmatico (Xu; Meissner, 2004).

Sendo assim, quaisquer altera¢cdes no miocardio que prejudiquem dindmica do
calcio ou o funcionamento das miofibrilas contrateis irdo comprometer a

atividade do ventriculo esquerdo.

1.3 ATIVIDADE VENTRICULAR ESQUERDA

A atividade ventricular pode ser avaliada baseando-se nas andlises de dois
diferentes e complementares aspectos: funcdo sistolica e funcéo diastélica. A
funcdo sistdlica diz respeito ao inotropismo ou contratilidade, que traduz o
desempenho do coracao frente a uma determina pré-carga e pds-carga e pode
ser quantificado relacionando-se as variaveis: pressdo desenvolvida no
ventriculo e tempo de encurtamento (tempo decorrido para que se eleve a
pressao intraventricular ao maximo). Essas duas variaveis sdo brilhantemente
relacionadas na formula dP/dt, por meio da qual se obtém a variacdo de pressédo
em um determinado tempo, durante o aumento da pressao. Assim, o valor de
pico maximo (dP/dtmax+) consiste em um valioso indice de forga do ventriculo e

é considerado uma medida de contratilidade ( John et al., 1995).
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A funcao diastdlica por sua vez esté relacionada ao estado lusitrépico, ou seja, a
capacidade de relaxamento do ventriculo. De acordo com De Mey e
colaboradores (2001) a quantificacdo da taxa de relaxamento do ventriculo
esquerdo em condicBes normais e patolégicas é importante na avaliacdo da
funcdo de bomba do miocardio. Foi mostrado também que o relaxamento
miocéardico prejudicado é um forte indicio do inicio da insuficiéncia cardiaca
(Lorell, 1991; Leite; Gillebert, 1994). Concluiu-se ainda que a disfuncao diastolica
€ caracterizada pela insuficiéncia do relaxamento isovolumétrico do ventriculo
esquerdo, confirmada pelo aumento da constante TAU (tempo de relaxamento
isovolumétrico), pela diminuicdo do indice dP/dt de queda da pressdo do
ventriculo esquerdo (dP/dtmax-) e por um aumento anormal da pressao
diastolica final do ventriculo esquerdo (Verma; Solomon, 2009). Dessa forma, a
avaliacdo da atividade ventricular esquerda pode ser realizada a partir do calculo
destes parametros.
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1.4 JUSTIFICATIVA

A hipertenséo arterial sisttmica é uma doenca influenciada por diversos fatores
classicos dos quais se destacam idade, género e etnia, excesso de peso e
obesidade, ingestdo de sal, ingestdo de 4alcool, sedentarismo, fatores
econdmicos e genéticos. Entretanto, nas ultimas décadas o elevado consumo de
EAA por atletas profissionais e recreacionais tem levado diversos pesquisadores
a cogitarem estas substancias como novo fator de risco para hipertensédo e
doencas cardiovasculares (Kanayama; Pope; Hudson, 2001; Kanayama et al,
2003; Bahrke; Yesalis, 2004; Evans, 2004; Cafri et al, 2005; Melnik; Jansen;
Grabbe, 2007).

Adicionalmente, dados preocupantes foram publicados por Nguyen et al (2011),
apontando que 20% da populacdo dos Estados Unidos entre 24 e 34 anos
apresentam presséo arterial sistolica/diastolica com niveis estabelecidos acima
de 140/90mmHg, ja considerados hipertensivos. Ainda mais preocupante é o fato
de que 50% dos 14 mil avaliados ndo sabiam que apresentavam hipertenséao.
Ainda no Brasil estudos deste modelo sdo escassos, entretanto ndo se pode
negligenciar a por¢éo de individuos que desenvolveram hipertensdo e ainda nao

diagnosticados fazem uso de EAA.

Apesar de varios estudos visarem compreender os efeitos do uso abusivo de
EAA no sistema cardiovascular percebemos que esses se limitam principalmente
a animais normotensos. Desse modo existe a necessidade de mais estudos em
modelos de animais hipertensos visando o entendimento dos prejuizos causados

pelo uso abusivo desta droga.

Visando mimetizar individuos nas condicBes acima citadas, utilizamos ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) por se tratarem de animais com modelo de
hipertensdo essencial e devido a seu desenvolvimento de pressao arterial
elevada, remodelamento vascular e cardiaco com hipertrofia e deposicdo de
colageno (Alfredo; Enrigue, 1998). Uma grande expansdao da pesquisa
experimental comegou com o desenvolvimento de linhagens de ratos com
hipertensdo herdada geneticamente. O SHR oferece especifica e uniforme
predisposicao genética, permitindo assim a um estudo das causas, mecanismos

e patologia da hipertensdo, assim como as suas consequéncias
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comportamentais, e a comparagdo da eficacia de intervencdes terapéuticas
propostas em relagdo a tratamentos clinicos ja existentes (Alfredo; Enrique,
1998).

Adicionalmente utilizamos o enalapril, que é uma droga do grupo dos inibidores
da enzima conversora de angiotensina (ECA) por serem um dos principais
grupos de drogas usados em pacientes com hipertensdo, infarto do miocérdio,
insuficiéncia cardiaca e outras doencas, e também por seus efeitos em
associacdo com o decanoato de nandrolona serem desconhecidos no modelo

proposto, o enalapril foi nossa droga de escolha para realizagédo do co-tratamento com
o DECA.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros morfométricos e a contratilidade do ventriculo esquerdo de
animais SHR ap0s tratamento crénico de 4 semanas com doses
suprafisiolégicas de 20mg/kg por semana de Decanoato de nandrolona (DECA)

em associagao ou ndo ao Enalapril.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do tratamento com DECA e da associacdo desta droga com o

enalapril na:
+ Pressao sistélica e Frequéncia cardiaca no inicio e final do tratamento;

+ Razdo do peso corporal, Ventriculo esquerdo (VE), Préstata e Gordura
Epididimal em relacéo a tibia;

+ Hipertrofia do VE e deposicéo de colageno;

+ Pressdo intraventricular esquerda (PSVE) e Contratilidade cardiaca por
meio das derivadas temporais de pressdo maxima positiva (dP/dtmax +) e

negativa (dP/dtmax -) e Constante de tempo do relaxamento

isovolumétrico do ventriculo esquerdo (TAU);

+ Expressao das proteinas Serca2A, PLB e a intensidade da p-Ser16-PLB.



34

3 MATERIAL E METODOS

Todos o0s procedimentos experimentais adotados obedeceram as normas
estabelecidas pela comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES) aprovados sob o n°42-2015. Foram utilizados
ratos SHR adultos, machos, com idade de 12 semanas e peso inicial de 230 + 10
g, provenientes do Biotério da UFES. Esses animais foram mantidos em
ambiente, temperatura (20-24°C) e luz controlados. Ciclo claro-escuro de 12

horas. Todos os animais receberam agua e comida de modo irrestrito.

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram separados em 4 grupos experimentais, n=6 cada, sendo:

1. Controle: Animais tratados com veiculo (Agua como veiculo do Maleato de
enalapril via gavagem e Oleo de amendoim como veiculo do DECA via
intramuscular.

2. Enalapril: Animais tratados com Enalapril (Via gavagem)

3. DECA: Animais tratados com Decanoato de Nandrolona (Via intramuscular).

4. DECA+E: Animais tratados com Decanoato de Nandrolona + Enalapril (Via

intramuscular e gavagem respectivamente).

3.2 RESUMO DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

1°semana do protocolo (11 semanas de idade)

Os animais foram aclimatados no sistema de medida de pressao caudal.
2°semana do protocolo (12 semanas de idade)

* Determinagéo da PAS por pletismografia

* Verificagdo do peso corporal e calculo da dose a ser administrada nos animais

tratados com maleato de enalapril, decanoato de nandrolona e associagao.
¢ Inicio do tratamento

39, 4°, 5° semana do protocolo (13, 14, 15 semanas de idade)



35

e Continuacédo do tratamento

6° semana de protocolo (16 semanas de idade)

* Verificacdo do peso corporal

* Pletismografia

*Avaliagao da contratilidade do Ventriculo Esquerdo (VE)

*Coleta de sangue e tecidos para analise

IDADE DOS ANIMAIS

[ 11 Semanas ] [ 12 Semanas ] [ 13 Semanas ] [ 14 Semanas ] [ 15 Semanas ] [ 16 Semanas ]

\ Y Y Y

*Aclimatacdo *Pletismografia * Tratamentos *Tratamentos * Final dos *Pletismografia
*Verificagdo do Peso Tratamentos *Protocolo de
*Inicio dos Tratamentos contratilidade
K *Coleta de sangue e

\/ tecidos

4 semanas de tratamento

Figura 4. Resumo do protocolo experimental. Fonte: Melo Junior, 2017.

3.3 REGISTRO DA PRESSAO SISTOLICA (PAS)

Para determinacdo da PAS foi utilizado o método de Pletismografia de cauda,
fabricado pela Il TC Life Science Inc (Woodland Hills, CA, EUA). Os ratos foram
acondicionados em tubo cilindrico de acrilico, no qual a regido proximal da cauda
se encaixa a um manguito de borracha ligado ao esfigmomandmetro para
insuflar e desinsuflar automaticamente em intervalos fixos de aproximadamente
40 segundos. Proximo ao manguito foi acoplado um transdutor de pulso (sensor)

gue captou os sinais a serem enviados e registrados no computador. O
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experimento foi realizado pelo mesmo operador e todas as medidas foram
realizadas pela manhd. As medidas de pressdo utilizadas neste estudo sé
tiveram inicio apds um periodo de aclimatacdo, onde os animais por trés vezes,
em dias diferentes, por dez minutos foram inseridos no aparelho da mesma
forma que foram submetidos para medida de PAS, entretanto a pressao néo foi
registrada. O objetivo deste procedimento foi adaptar os animais a situacao da
medida de presséo, de maneira a evitar ao maximo sua movimentacao durante o
registro. A pressao foi medida por pelo menos 5 vezes para cada animal e a

média foi utilizada para andlise estatistica.

3.4 TRATAMENTO COM DECANOATO DE NANDROLONA

Os grupos tratados com o EAA receberam DECA (Deca Durabolin®, Organon,
Séo Paulo) na dose de 20 mg/Kg por semana (intramuscular; i.m.) durante 4
semanas. As doses foram divididas em duas aplicagbes de DECA (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 Controle e em dias
semelhantes as aplicacdes dos grupos que receberam o esteroide. Os animais
foram pesados semanalmente. O regime de tratamento do EAA foi escolhido
baseado em estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Franquini
et al. 2013).

3.5 TRATAMENTO COM ENALAPRIL

Os animais do grupo ENALAPRIL foram submetidos ao tratamento diario com
maleato de enalapril (10 mg/kg/dia), um inibidor da enzima conversora de
angiotensina (IECA) durantes 4 semanas. A droga foi administrada por gavagem.
Para tanto, os animais foram pesados semanalmente para ajuste da dose.

Os animais do grupo DECA+E receberam ambos os tratamentos, sendo assim

0s protocolos de tratamento acima citados, se aplicam da mesma forma a este

grupo.
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3.6 AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMODINAMICOS.

Apbés o periodo experimental (16 semanas de idade) os animais foram
anestesiados com mistura de quetamina (100 mg/kg, AGENER, BRASIL) e
xilazina (10 mg/kg, BAYER, BRASIL) via intraperitoneal. Anestesiados e apés
tricotomia e antissepsia da regido mediana e lateral direita da traqueia, os
animais foram fixados em uma mesa cirargica em decubito dorsal, com as patas
dianteiras fixadas abertamente, cabeca na base inferior da mesa cirargica (figura
5A). Em seguida, 3 cm abaixo da sinfise mandibular, a 1cm a direita da linha
mediana,foi realizada uma pequena incisdo mediana de 2 cm na pele (figura 5B
e C).Apoés retirar fascia superficial que envolve os tecidos no local e visualizar os
musculos esterno hioideo e esternocleido (figura 5D), foi localizada a traquéia
(abaixo do esterno hioideo), e car6tida comum direita e o nervo vago (figura 5E-
F), ao lado e abaixo deste Trigono muscular (esternocleido, esterno hioideo e
omohioideo), a mesma foi separada e dissecada do nervo vago (figura 5G). A
porcdo cranial foi ligada com fio cirargico (figura 5H) e apdés uma pequena
incisdo na parede da artéria carétida comum direita foi inserido cateter de

polietileno (PE 50) preenchido com salina e heparina (figura 5).
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Figura 5. . Protocolo de cateterismo da Artéria Carétida Comum Direita. Fonte: Adaptado de
Dalpiaz, 2015.

O cateter foi conectado a um transdutor de pressdo acoplado a um sistema de
aquisicdo de dados (modelo MP100-CE, Biopac Systems, Santa Béarbara, CA,
EUA). Apos um periodo de 15 minutos de estabilizagdo, as pressfes arteriais
sistélica e diastélica foram registradas. O cateter foi entdo introduzido no
ventriculo esquerdo para afericdo dos parametros de contratilidade do ventriculo

esquerdo, sendo eles:
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v Valores maximos da primeira derivada da pressao ventricular esquerda

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

v/ Valores minimos da primeira derivada da presséo ventricular esquerda (-

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

v/ Constante de tempo do relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo
(Tau).

v Pressdo sistélica ventricular esquerda (PSVE)

Seguindo este procedimento, o cateter foi retirado do ventriculo esquerdo, e
apressdo arterial foi medida novamente para determinar se ocorreu dano a
valvula aortica. Os dados foram analisados utilizando o software LabChart,
versdao 7 (AD Instruments, Castle Hill, Australia). A figura 6 apresenta os
registros tipicos obtidos ap6s o processo de cateterizacdo do VE e o local de

onde sdo coletados os dados.
A

Max dP/ch
Max pressLre
Min dP/dt

Eop

Time {sh

Figura 6. Ondas tipicas sucessivas de presséo registradas dentro ventriculo esquerdo (A) e
figura representativa de uma onda de pressdo apontando os locais de onde foram extraidos os

dados (B). Fonte: Laboratotorio de Hipertenséo Experimental, 2017.
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3.7 PESO DE ORGAOS E GORDURA

Ao final da avaliagcdo da contratilidade os animais foram sacrificados por injecéo
in bolus de anestésico. O coragdo, a gordura epididimal e a prostata foram
isolados e lavados com solucéo fisioldgica, o excesso de liquido foi removido
com papel filtro e em seguida foi pesado. A razdo do peso dos érgaos (mg)
pelocomprimento da tibia (cm) (CORACAO/TIBIA, GORDURA/TIBIA e
PROSTATA/TIBIA) foi usada como indice de hipertrofia.

3.8 ANALISE DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

A técnica utilizada para deteccao da expressédo das proteinas SERCA-2a, PLB e
p-PLB (fosfo-serina-16-fosfolambam; p-Ser16-PLB) no ventriculo esquerdo foi a

de western blot.

Oitenta miligramas de tecido do ventriculo esquerdo foram homogeneizados em
tampao de lise (100 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de Tris-base, 5 mmol/L de
EDTA, 2 Na, 50 mmol / L de NasP207.10H20, 1 mmol / L de MgClz, 1% de
Nonidet P40, 0,3% de Triton x-100 e 0,5% de desoxicolato de sodio, pH = 8),
contendo inibidor de protease (Sigma Fast, Sigma, EUA) e inibidores de
fosfatase (20 mmol/L de NaF, 1 mmol/L de NasVOa4). As proteinas totais foram
medidas pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Oitenta microgramas de
proteina foram diluidos em tampéao (5% - 2M Tris, pH = 6,8, 20% glicerol, 30%
SDS, 25% mercaptoetanol, 0,1% Bromophenol Blue) e foram separados por
eletroforese usando SDS-PAGE (Figura 7).

| Cassete %
Tampao

de n:; Seringa
corrida

Powe :
Bandas proteicas
separadas

Transferéncia das Revelagéo
proteinas
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Figura 7: Esquema global de uma eletroforese em gel. Fonte: Adaptado de http://www.creative-
diagnostics.com/Sample-Gel-Preparation.htm.

As proteinas foram transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) (Biorad). Ap6s incubacédo com solucédo de bloqueio (Tris 20 mM, NacCl
150 mM pH 7,6, Tween a 0,05% e albumina a 4%), as membranas foram
incubadas a 4°C, durante a noite com anticorpos especificos primarios: anti-
SERCA-2a ([1:2500] , Abcam, Cambridge, MA, EUA), anti-PLB ([1: 1000],
Abcam, Cambridge, MA, EUA), anti-p-Serl16-PLB ([1: 1000], Abcam, Cambridge,
MA, EUA) e anti-gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) ([1:3000] Santa
Cruz Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA). Em seguida, as membranas foram
lavadas (5 min trés vezes) e incubadas durante uma hora com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase (HRP) [1:5.000]: anti-lgG mouse (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) anti-IgG rabbit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
As bandas imunorreativas foram detectadas com uma reacdo de
guimioluminescéncia utilizando substrato de peroxidase (Luminata HRP
Substrate-Millipore) e a reacéo foi captada e quantificada pelo software Bio-rad
Image Lab 5.2.1. Em cada ensaio experimental fez-se a normalizacdo em
relacdo ao controle, sendo GAPDH para SERCA-2a e PLB total, com vista a
diminuir os possiveis erros associados as variacdes nas concentracfes das
proteinas. Para andlise do p-Serl16-PLB foi realizado a razdo p-SER16-PLB/PLB
total. Os resultados foram expressos como percentual (%) do controle.

3.8 ANALISES HISTOLOGICAS

Os ventriculos foram armazenados em solucéo de formol (10%) tamponado para
as andlises histologicas.

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

hipertrofia cardiaca e deposicéo de colageno, respectivamente.

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

foram fotografados, com o auxilio de um software de obtencdo de imagens
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(Motic Cam Plus®), no aumento de 400X e o numero de nucleo de miécitos por
campo e a area do nucleo de midcitos foi compilada utilizando o software livre

Image J®.
3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como médiat erro padrdo da média (EPM)
para todos os grupos estudados, comparando-se o grupo Controle com o0s
demais. Os niveis de significancia estabelecidos foram p<0,05. Para a andlise
estatistica, foram realizadas analises de variancia (ANOVA) uma via, seguida
pelo calculo das diferencas minimas significativas entre as médias pelo teste
post-hoc Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO PESO CORPORAL INICIAL E FINAL, GORDURA
EPIDIDIMAL E PROSTATA.

Na tabela 1 encontram-se o0s parametros biométricos dos grupos estudados.
Observa-se que todos o0s animais partiram de pesos corporais semelhantes,
todavia o tratamento com DECA e a associagdo com o Enalapril ndo foram
capazes de promover alteracdes nesta variavel quando comparados aos grupos
Controle e Enalapril.

A razdo da gordura pelo comprimento da tibia foi calculada a fim de avaliar a
influéncia do tratamento sobre o tecido adiposo. Foi observado que o tratamento
com DECA reduz a razdo em relagdo ao grupo Controle e Enalapril. A
associacao com Enalapril foi capaz de reverter esta alteracdo. O tratamento com
DECA promoveu aumento da razdo da préstata com a tibia, entretanto o
Enalapril ndo foi capaz de impedir essa alteracdo quando comparado ao

controle.

Tabela 1: Pardmetros biométricos dos grupos Controle, Enalapril, DECA e
DECA+E.

n=6 CONTROLE ENALAPRIL DECA DECA+E
Peso corporal inicial (g) 236+ 3 239+ 2 248 + 2 238+ 9
Peso corporal final (g) 268+ 8 261+3 2617 2634

Gordura epididimal/Tibia (g/cm) 2,25+0,09 2,15+0,15 1,68 +0,12"*& 2,03+0,20

Prostata/Tibia (g/cm) 0,27 +0,010 0,28 +0,006 0,36 +0,012"* 0,33 +0,005™

Os valores foram apresentados com média + EPM. * p< 0,05 vs Controle; + p< 0,05 vs animais
tratados com Enalapril, &p< 0,05 vs animais tratados com DECA + Enalapril (ANOVA de uma via

seguido de pos hoc de Tukey).
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4.2 AVALIACAO DE PARAMETROS MORFOMETRICOS DO VENTRICULO
ESQUERDO

Na tabela 2 estdo representados os resultados referentes ao peso do ventriculo
esquerdo (VE), comprimento da tibia (CT) e a razdo do peso do VE com o
comprimento da tibia (VE/CT). Nao foram observadas diferencas entre os grupos
com relacdo ao peso dos ventriculos e comprimento da tibia, entretanto a razéo
VE/CT encontra-se aumentada em relacdo ao grupo controle e o grupo Enalapril.

Além disso, a associacdo com enalapril foi capaz de impedir esse aumento.

Tabela 2: Efeito do tratamento com decanoato de nandrolona sobre o peso do
ventriculo esquerdo, comprimento da tibia, razdo do peso ventriculo

esquerdo/comprimento da tibia.

Grupo Ventriculo Esquerdo Comprimento da Tibia VE/CT
n=6 (mg) (cm) (mg/cm)
Controle 717,11 3,8+0,02 185+ 3
Enalapril 707,9 £ 15 3,9+0,02 180,4 5
DECA 759,2 £27 3,8+0,02 203,8 + 4™&
DECA+E 729,9+14 3,9+0,04 187,13

Grupos Controle, Enalapril, DECA (decanoato de nandrolona), DECA + E (Decanoato de
nandrolona + enalapril). Os valores foram apresentados com média + EPM. n=6 por grupo. * p<
0,05 vs controle; + p< 0,05 vs animais tratados com enalapril, & p< 0,05 vs animais tratados com
Decanoato de Nandrolona + Enalapril. A analise estatistica utilizada foi analise de variancia
(ANOVA)de uma via seguido de pos hoc de tukey.
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4.3 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM DECA SOBRE
PARAMETROS MORFOLOGICOS.

A figura 8 representa a contagem de nucleos dos mibcitos. N&o existem
diferencas significativas entre os grupos controle (3,8 = 0,16) e enalapril (3,66 *
0,16), entretanto o tratamento com DECA reduz o numero de ndcleos por campo
(2,08+ 0,11) e a associacdo com o enalapril é capaz de prevenir essa alteracao
(3,931 0,10).

N Nucleos

Ll
Controle Enalapril Deca Deca+E

Figura 8.Andlise histologica do ventriculo esquerdo para avaliagdo da hipertrofia. Laminas
Histolégicas representativas do VE nos grupos Controle, Enalapri, DECA e DECA+E. As
amostras foram coradas pelo método Hematoxilina/Eosina (H&E) e fotografadas no aumento de
400x. Contagem de nucleos dos cardiomidcitos grupos Controle, Enalapril, DECA e DECA+E. Os
valores foram apresentados com média + EPM. n=6, * p< 0,05 vs controle; + p< 0,05 vs animais
tratados com enalapril, # p< 0,05 vs animais tratados com Decanoato de Nandrolona; &p< 0,05
vs animais tratados com Decanoato de Nandrolona + Enalapril (ANOVA de uma via seguido de
pos hoc de Tukey).

A figura 9 permite visualizar a coloracdo de picrosirius red que demarca em
vermelho o coldgeno presente nas laminas de VE conforme figuras A (grupo
Controle) e B (grupo Enalapril), figura C (DECA) e figura D(grupo DECA+E).
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Conforme a figura 9 (E) ndo foram observadas diferengas entre os grupos
Controle (7,98+ 0,21) e Enalapril (7,60+0,12), todavia o DECA aumenta a
porcentagem de colageno (20,67+0,29) e o enalapril associado reduz esse
aumento no DECA+E (12,28+ 0,13).

25+ *+&

201

154 *+#

104

% Colageno

0- T
Controle Enalapril DECA DECA+E

Figura 9.Laminas de VE ap0s coloracdo de Picrosirius Red dos grupos Controle (A), Enalapril
(B), DECA (C) e DECA+E (D) fotografadas no aumento de 400x. Porcentagem de colageno
(figura E). Os valores foram apresentados com média + EPM. n=6* p< 0,05 vs controle; + p<
0,05 vs animais tratados com enalapril, # p< 0,05 vs animais tratados com Decanoato de
Nandrolona; &p< 0,05 vs animais tratados com Decanoato de Nandrolona + Enalapril (ANOVA de

uma via seguido de pos hoc de Tukey).
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4.4 AVALIACAO DOS EFEITOS DOS TRATAMENTOS NOS PARAMETROS
HEMODINAMICOS E CONTRATILIDADE CARDIACA (PAS, FC, PSVE, TAU,
DP/DTMAX+ E DP/DTMAX-).

4.4.1 Avaliacao da presséao arterial sistélica (PAS) inicial e final

Na figura 10 estdo representados os valores de pressao, obtidos em animal
acordado antes e depois dos tratamentos. Todos 0s animais apresentaram
pressao inicial semelhante (Controle: 203 + 5; Enalapril: 210 + 4, DECA: 202 + 4;
DECA+E: 205 + 5 mmHg) (figura 10-A). Entretanto, ao final do tratamento
conforme esperado observamos (figura 10-B) uma reducédo da PAS no grupo
tratado com enalapril (182 £ 3 mmHg), o decanoato de nandrolona aumenta os
valores da PAS (230 + 6 mmHg) e o enalapril associado é capaz de impedir este
aumento e reduzir os valores abaixo do controle igualdando-se aos animais

tratados com enalapril isolado(170 = 4 mmHQ).
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Figura 10: Representacdo da PAS inicial em mmHg (A) e final (B) dos grupos Controle,
Enalapril, DECA, DECA+E. Os valores foram apresentados com média + EPM. n=6 * p< 0,05 vs
controle; + p< 0,05 vs animais tratados com enalapril, &p< 0,05 vs animais tratados com

Decanoato de Nandrolona + Enalapril (ANOVA de uma via seguido de pos hoc de Tukey).

4.4.2 Avaliacéo da frequéncia cardiaca inicial e final
A figura 11 apresenta os valores de frequéncia cardiaca avaliadas em animal

acordado no inicio e no final do tratamento. Nao foram observadas diferencas

significativas entre os grupos.
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Figura 11.Valores de frequéncia cardiaca inicial (figura A) e final (figura B) nos grupos Controle,

Enalapril, DECA, DECA+E. Os valores foram apresentados com média + EPM.
4.4.3 Avaliacao da Pressao Sistélica Ventricular Esquerda

Na figura 12 estdo apresentados os dados da pressdo sistllica ventricular
esquerda (PSVE). O tratamento com enalapril (109+0,7 mmHg) reduz esse
parametro quando comparado ao controle (126x1 mmHg). Em contraposi¢cao ao
enalapril, o tratamento com DECA aumenta a PSVE (135t1] mmHg) e a
associacdo com o enalapril € capaz de impedir 0 aumento causado pelo DECA

reduzindo este parametro a niveis ao grupo controle (117+ 0,4 mmHg).
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Figura 12.Medida da Pressao ventricular sistélica esquerda dos grupos Controle, Enalapril,
DECA e DECA+ E. Os valores foram apresentados com média + EPM. * p< 0,05 vs controle; +
p< 0,05 vs animais tratados com enalapril, # p< 0,05 vs animais tratados com Decanoato de
Nandrolona; & p< 0,05 vs animais tratados com Decanoato de Nandrolona + Enalapril (ANOVA

de uma via seguido de pos hoc de Tukey).
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4.4.4 Avaliacdo da contratilidade do ventriculo esquerdo

A figura 13 representa o indice de contratiidade da fase de contracdo
isovolumetrica (dP/dtmax+). O tratamento com DECA aumenta o valor da
derivada (3128+ 13 mmHg/sec) em relacéo ao controle (2729+116 mmHg/sec), o
tratamento com enalapril ndo altera esse parametro (2814+56 mmHg/sec) e a

associacdo do DECA com Enalaprii é capaz de prevenir essa alteracao

promovida pelo anabolizante (2819+95 mmHg/sec).
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Figura 13.Representacdo do indice de contratiidade da fase de contracdo isovolumétrica
(dP/dtmax +) em mmHg/seg dos grupos Controle, Enalapril, , DECA, DECA+E. Os valores foram
apresentados com média + EPM. * p< 0,05 vs controle; + p< 0,05 vs animais tratados com
enalapril, &p< 0,05 vs animais tratados com Decanoato de Nandrolona + Enalapril (ANOVA de

uma via seguido de pos hoc de Tukey).

4.4.5 Avaliacao do relaxamento do ventriculo esquerdo

O relaxamento ventricular esquerdo foi avaliado por meio do indice de
relaxamento isovolumétrico (dP/dtmax -) e da Constante do tempo de
relaxamento isovolumétrico (TAU) conforme figura 14 A e B respectivamente.O
tratamento com Decanoato de Nandrolona foi capaz de reduzir a dP/dtmax- (-
2841+77 mmHg/sec) quando comparado ao grupo controle (-2638+128
mmHg/sec), o tratamento com Enalapril isolado n&o alterou este parametro (-
2434+64 mmHg/sec) e o Enalapril associado ao Decanoato de Nandrolona foi

capaz de prevenir essa alteragcdo (-2535+91 mmHg/sec). A constante de
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relaxamento isovolumétrico foi reduzida pelo tratamento com o DECA
(0,034+0,0005 s) quando comparado ao grupo controle(0,041+0,0008 s) e
enalapril (0,040+0,0007 s). O tratamento do enalapril associado ao DECA néo
previne totalmente (0,036+0,0002 s) a queda promovida pelo tratamento isolado

com o anabolizante.
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Figura 14.Representacdo do indice de relaxamento da fase de contracdo isovolumétrica
(dP/dtmax -) em mmHg/seg e Constante do tempo de relaxamento isovolumétrico (TAU).dos
grupos Controle, Enalapril, DECA e DECA+ E . Os valores foram apresentados com média *
EPM. * p< 0,05 vs controle; + p< 0,05 vs animais tratados com enalapril, # p< 0,05 vs animais
tratados com Decanoato de Nandrolona; &p< 0,05 vs animais tratados com Decanoato de

Nandrolona + Enalapril (ANOVA de uma via seguido de pos hoc de Tukey).

4.5 EFEITO DOS TRATAMENTOS COM DECA e ENALAPRIL SOBRE A
EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA DINAMICA DE CALCIO
(SERCA-2A, FOSFOLAMBAM e P-FOSFOLAMBAM).

4.5.1 Avaliacdo da expresséao proteica da SERCA-2a no ventriculo esquerdo

Na figura 15 encontram-se os valores referentes a analise da expresséo protéica
da SERCA-2a, onde o tratamento com DECA aumenta a expressao desta
proteina (171,19+8,34) em relacdo aos grupos Controle (104,7819,62) e

Enalapril (101,52+6,15). O tratamento com enalapril associado ao DECA impediu
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o efeito isolado do anabolizante (108,58%5,89), mantendo a expressdo da
proteina semelhante ao controle. A fim de avaliar a atividade da SERCA-2a,
realizamos a razdo com o PLB. Foi observado que o DECA aumenta a razdo em

relacdo aos demais grupos.
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Figura 15. Expressdo proteica da SERCA-2a no ventriculo esquerdo e razdo com PLB. Os
valores foram apresentados com meédia + EPM. * p< 0,05 vs controle; + p< 0,05 vs animais
tratados com enalapril, &p< 0,05 vs animais tratados com Decanoato de Nandrolona + Enalapril
(ANOVA de uma via seguido de pos hoc de Tukey).

4.5.2 Avaliacdo da expressdo protéica do FOSFOLAMBAM (PLB), e da
intesidade da p- FOSFOLAMBAM serina 16 (p-PLB-Serl1l6) no ventriculo
esquerdo e razdo com o PLB.

Com relacéo ao PLB, os tratamentos ndo alteraram a expressao desta proteina,
uma vez que ndo foram observadas alteracdes significativas entres os grupos
(Controle: 101,18+9,76; Enalapril: 95,52+4,77, DECA: 83,41+4,96; DECA+E:
85,55+5,11). A fim de avaliar a porcao fosforilada do PLB, utilizamos um
anticorpo especifico para Serinal6. Conforme figura 16 (B), o tratamento com
DECA aumenta o p-PLB-Serl16(153,13+5,36), em relagdo aos grupos controle
(93,80+5,23) e enalapril (93,98+1,62). O tratamento do enalapril associado a
DECA impede o aumento causado pelo anabolizante isolado (68,92+5,85).
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A fim de avaliar a proporcdo do p-PLB-Serl6, a quantidade total fosforilada foi
dividida pela quantidade total da porcdo nédo fosforilada de PLB. Na figura 16 C
observa-se que o tratamento com o DECA aumenta a propor¢ao (192,63+13,4)
guando comparado aos grupos controle (93,35+8,85) e enalapril (86,15+7,08). A
associacdo do enalapri com o DECA impede o aumento da proporgcao
(77,8915,20).
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Figura 16. Expresséo proteica do PLB (figura A), p-PLB-Ser16 (figura B) e proporcdo da p-PLB-
Serl6no ventriculo esquerdo. Os valores foram apresentados com média £+ EPM. n=6 * p< 0,05
vs controle; + p< 0,05 vs animais tratados com enalapril, &p< 0,05 vs animais tratados com
Decanoato de Nandrolona + Enalapril (ANOVA de uma via seguido de pos hoc de Tukey).
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5. DISCUSSAO

Até o presente momento, este é o primeiro estudo que relaciona o uso de doses
suprafisiolégicas de esteroides anabolizantes, funcdo cardiaca, efeitos troficos e
a expressdo de importantes componentes reguladores do calcio citosolico
(SERCA-2a, PLB, p-PLB-Ser16) no ventriculo esquerdo de ratos SHR.

Os principais achados deste trabalho foram que em ratos SHR o tratamento com
doses suprafisiologicas de DECA causa: 1) Aumento da PAS, reducdo do n° de
ndcleos e aumento deposicao de colageno; 2) Aumento da dP/dt Max positiva e
negativa, PSVE e diminuicdo do TAU; 3) Aumento da expressdo das proteinas
SERCA-2a, p-Serl6-PLB e da razdo SERCA-2a/PLB. Estas alteracdes foram
revertidos totalmente aos valores do controle apos tratamento com enalapril e

parcialmente em relagdo ao TAU.

5.1. EFEITO DOS TRATAMENTOS NO PESO CORPORAL, GORDURA
EPIDIDIMAL E PROSTATA.

No presente estudo ndo foram observadas alteracées no peso corporal ao final
do tratamento, o decanoato de nandrolona foi capaz de reduzir a gordura
epididimal, entretanto a associacdo do enalapril impede essa reducdo. Os
resultados encontrados na literatura em relacdo ao peso corporal final séo
conflitantes em animais tratados com EAA. Estudos de Franquini et al (2013)
demonstraram que animais wistar machos sofrem aumento do peso corporal
guando tratados com DECA, 20mg/kg por 4 semanas, por outro Marinho et al.
(2006) demonstrou nao haver variacdo do peso corporal em animais
normotensos tratados com uma dose semanal de decanoato de nandrolona

10mg/kg por 28 dias quando comparados com ratos controle.

Estudos experimentais realizados por Beutel et al. (2005) com doses
suprafisiolégicas do DECA, demonstram reducéo do peso corporal atribuido a
inibicdo do apetite e reducéo da gordura abdominal, observados somente a partir

da quarta semana de tratamento dos animais.
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Adicionalmente, segundo Bauman et al., (1988) o tratamento com doses
suprafisiolégicas de EAA suprime o ganho de peso.Os mecanismos envolvidos
com a diminuicdo do ganho de peso, podem estar relacionados com um
decréscimo da producédo de testosterona enddgena, conversdo demasiada de

testosterona em estradiol e também aumento da oxidacao de lipideos.

Resultados de Fermo et al., (2008) contribuem para o entendimento de nossos
resultados, mostrando que animais normotensos tratados com decanoato de
nandrolona de forma semelhante ao presente estudo ndo apresentam diferencas
significativas no que diz respeito ao peso corporal final, entretanto apos
avaliacdo da massa magra e gorda pelos métodos de Kjeldahle e Soxhlet
respectivamente, foi verificado um aumento muscular seguido de perda
gordura.Desta forma, sugerimos que nao foram observadas alteracdes no peso
corporal dos animais tratados com DECA, devido a capacidade do anabolizante
de atuar no metabolismo de gorduras, promovendo sua reducéo e de estimular a

sintese proteica impedindo assim mudancas significativas no peso corporal.

O uso de esterdides anabdlicos androgénicos promove alteracdes em diversos
orgdos como rins, coracao, figado e glandulas como a prostata (Falanga et al.,
1998; Takahashi et al., 2004; Fortunato et al., 2006). O tecido prostatico é
extremamente reativo a horménios, especialmente o0s androgénicos e
estrogénicos que sdo fundamentais para o desenvolvimento, manutencdo e
funcdo da glandula (Ho; Habib, 2011; Nicholson; Ricke, 2011).

Elevadas doses de EAA tem sido associadas ao desenvolvimento de cancer de
préostata (Parsons et al., 2005). De acordo com alguns autores 0 uso abusivo
dessas drogas pode comprometer as funcBes neuroenddcrinas causando
prejuizos reprodutivos e potencializar o surgimento do cancer de prQstata
(Venéncio et al., 2010).

Gomes (2014) observou que ratos normotensos, submetidos ao tratamento com
DECA, associado ou ndo ao treinamento fisico resistido (TFR), apresentaram
ocorréncia de alteracdes adaptativa celular e histopatologica, 100% dos animais
que receberam o DECA foi observado metaplasia e em 80% dos animais que
receberam DECA e TFR foram identificados neoplasias e outras patologias como

focos inflamatorios, além de incidéncias de inflamacdo multifocal e neoplasia
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intraepitelial prostéatica. De forma geral, o DECA ou exercicio isolado, alteraram a
expressdo de algumas citocinas pro-inflamatdrias, tais como interleucina 6 (IL-6)
e fator de necrose tumoral (TNF-a), sugerindo que o DECA associado ou ndo ao
TFR, favorece o surgimento de neoplasias na prostata na fase adulta e no
envelhecimento, ativando vias envolvidas na resposta inflamatéria. Dados de
Dalpiaz et al (2013) demonstraram que o tratamento com enalapril (10
mg/kg/dia) por 4 semanas promove reducdo da interleucina-6 (IL-6) (pro-
inflamatoria), aumento da interleucina 10 (IL-10) (anti-inflamatoria), bem como da
razdo (ILLO/TNF-a) em animais SHR. Esses dados demonstraram nesses
animais a inibicdo de um dos principais componentes do SRA, além de produzir
efeito anti-hipertensivo, também pode exercer papel anti-inflamatorio, alterando o

perfil de atividade das citocinas.

Nossos dados demonstram a capacidade do decanoato de nandrolona em
promover um aumento do peso da proOstata, entretanto a associacdo com o0
enalapril ndo preveniu este aumento. Dados de Loiola et al (2011), demonstram
um aumento do peso da prostata em ratos normotensos tratados por 8 semanas,
utilizando doses 10mg/Kg duas vezes por semana, todavia a associagao
com enalaprii 10 mg/kg/dia igualou o peso da préstata ao dos animais
controle,sugerindo participacdo do sistema renina-angiotensina. Acreditamos
que a participacdo do SRA pode ser dependente do tempo de tratamento, da
dose do anabolizante utilizado e do modelo de animal utilizado na promocao da
hipertrofia da prostata.

5.2 PARAMETROS HISTOLOGICOS

O uso abusivo dos EAA é associado de forma bem clara a complicacdes do
sistema cardiovascular como remodelamento (fibrose e hipertrofia ventricular),
morte subita e também aumento dos riscos de acidentes trombodticos como
infarto do miocardio e parada cardiaca (Kicman, 2008; Campbell et al. 1993).
Estudos prévios de nosso laboratorio contribuem para evidenciar inducdo da
hipertrofia cardiaca, alteracbes hemodinamicas apds o uso de EAA além da
participacdo do sistema renina angiotensina sobre esses parametros (Bissoli et
al., 2009; Andrade et al., 2011; Franquini et al., 2013, Nascimento et al., 2016).
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Diversos sdo os mecanismos pelos quais os EAA podem induzir a hipertrofia
cardiaca, entre eles estdo o classico mecanismo de acdo dos EAA por acao
direta sobre o material genético e promovendo aumento da sintese protéica
(Kochakian; Welber, 1993), alteracdo da matriz estrutural do miocardio e o do
fluxo de ions (Melchert; Welder, 1995), alteracdo em citocinas pro-inflamatérias,
como por exemplo, o TNF-alfa (Yokoyama et al., 1997, Franquini et al., 2013),
elevacdo das concentracbes de AMPc, contribuindo para geracdo de uma
resposta positiva inotropica na célula do miocéardio por meio do célcio (Velasco
et al., 2002).

Marsh et al (1998) relataram que a presenca de receptores de androgenos em
miécitos cardiacos pode mediar diretamente uma significativa resposta
hipertréfica em decorréncia do androgénio no coracédo, desta forma, niveis mais
elevados de testosterona em resposta a administracdo de doses
suprafisiolégicas de EAA pode induzir hipertrofia cardiaca patologica.

No presente trabalho embora ndo tenhamos encontrado diferencas no peso do
VE nos animais tratados com DECA, foi observado um aumento da razdo VE
com o comprimento da tibia, reducdo do namero de nucleos do miécito por
campo e aumento da deposi¢do de colageno demonstrando a capacidade deste
esterdide de promover hipertrofia patolégica do ventriculo esquerdo. Dados de
Franquini et al (2013) com ratos normotensos Wistar tratados com DECA na
mesma dose, durante 4 semanas, demonstraram haver hipertrofia cardiaca e
aumento da deposicdo de coldgeno. Todas as alteracdes histoldgicas
observadas no presente estudo foram prevenidas quando os animais foram

tratados com o enalapril associado ao DECA.

Pelos resultados acima, podemos especular a importante participagdo do SRA
nas alteracdes ocasionadas pelo DECA em animais SHR. Na literatura ja é bem
determinado o papel dos receptores da angiotensina Il no remodelamento
cardiaco. Ambos os receptores de angiotensina 1 e 2 (AT1) e (AT2) apresentam
sete dominios transmembrana e sdo acoplados a proteina G, entretanto
apresentam diferentes propriedades funcionais e mecanismos de transducéo de
sinal. Ichihara et al (2001) demonstraram que o receptor AT2 esté relacionado a
fibrose cardiaca e deposicdo de colageno induzida pela infusdo de angiotensina

[I. Brilla et al (1994) relataram que a angiotensina Il estimula a sintese de
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coldgeno por meio dos receptores AT1 e AT2 em fibroblastos cardiacos de ratos
e que a inibicdo da atividade de colagenase induzida pela angiotensina Il é

mediada por receptores AT2.

Adicionalmente, a hipertrofia cardiaca ampliada pelo DECA nos animais
SHR, com exagerado aumento de coldgeno pode ser patolégica. Dados da
literatura mostram que fisiologicamente o ventriculo esquerdo de um adulto
normal possui aproximadamente 2% de colageno, e que aumento nesta
concentracdo pode alterar as propriedades mecéanicas do coracao (Shirwany;
Weber, 2006). Em relagdo ao uso do antihipertensivo, estudos demonstram que
o tratamento cronico com IECA foi capaz de prevenir ou reduzir a hipertrofia do
miocardio em ratos SHR (Uggere et al., 2000, Bissoli et al., 1991; Thomas et al.,
1998) e também da hipertrofia pelo DECA (Andrade et al., 2007, Lima et al
2015). No nosso estudo, o enalapril preveniu o aumento de coldgeno cardiaco
ocasionado pelo DECA, demonstrando o importante papel do SRA na geracao

da hipertrofia patolégica.

53 EFEITOS DO DECA E DO ENALAPRIL SOBRE PARAMETROS
HEMODINAMICOS E CONTRATILIDADE CARDIACA.

No presente estudo, verificamos que o tratamento isolado com Enalapril foi
capaz de reduzir a presséao arterial dos animais SHR quando comparados com o
grupo controle. O tratamento com DECA promoveu um aumento da pressao
arterial dos animais e a associacdo com Enalapril foi capaz de prevenir este
aumento, mantendo a pressdo dos animais nos mesmos niveis que 0s animais
do grupo Enalapril. No que diz respeito a frequéncia cardiaca, os tratamentos
nao foram capazes de alterar este parametro quando comparados ao grupo

controle.

Dados de Bissoli et al (2009), demonstraram que ratos wistar machos jovens
tratados com doses suprafisiologicas do Decanoato de Nandrolona (10 mg/kg
por semana) durante 8 semanas apresentam aumento da pressao média basal e
a frequéncia cardiaca ndo sofreu alteracdo. Adicionalmente, o tratamento de

animais machos normotensos por 4 semanas com doses de 20 mg/kg por
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semana foi capaz de aumentar a pressdo arterial, estabelecendo niveis de

hipertenséao nestes animais (Franquini et al., 2013).

De fato ambos o estrogénio e o androgénio tém sido implicados no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e hipertensdo com o estrogénio
em geral sendo protetor em relagdo ao androgénio. Embora o exato mecanismo
gue os hormdnios sexuais contribuem para regulacdo da funcdo cardiovascular
ainda ndo seja bem elucidado, existem evidencias que a modulacao local do
sistema hormonal seja um dos principais mecanismos envolvidos (Wagner;
Moritz; Volk, 2011).

Estudos de Liu e Ely (2011), com ratas SHR evidenciam os efeitos dos
horménios sexuais sobre a pressdo arterial, onde ratas ovariectomizadas e
tratadas com propionato de testosterona 20 mg/kg, apresentaram elevacédo da
pressao arterial sistdlica quando comparadas com ratas controle

Adicionalmente ratas que n&o sofreram retirada dos ovarios tratadas com
testosterona nas mesmas doses apresentaram discreta elevacdo da pressao
arterial. Estes dados demonstram o efeito prejudicial de doses suprafisioldgicas
do androgénio sobre a pressao arterial e o efeito protetor do estrogénio sobre

este mesmo parametro.

O Enalapril foi capaz de reverter os prejuizos do uso crbnico de doses
suprafisiolégicas do DECA na pressdo arterial dos animais. Os dados do
presente estudo corroboram os de Loiola et al (2011), onde o enalapril também
foi capaz de reverter o aumento da pressao arterial em ratos machos wistar,
tratados com DECA.

O acumulo de colageno associado a hipertrofia cardiaca normalmente contribui
para a perda da capacidade contratii do coracdo, aumentando a rigidez ou
reduzindo a complacéncia da parede ventricular, podendo resultar em
insuficiéncia cardiaca (Jalil et al., 1989, Mady et al. 1999). De acordo com
Nakayama et al. (1987) a fibrose miocardica intersticial associada a hipertrofia de
cardiomidcitos foi correlacionada com a deterioracdo do relaxamento miocardico

em pacientes com cardiomiopatia dilatada.

Diversos trabalhos tém evidenciado o estudo da funcgéo diastdlica como sendo

determinante para caracterizar a insuficiéncia cardiaca. De acordo com De Mey
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et al (2001), a quantificacdo da taxa de relaxamento do ventriculo esquerdo em
condi¢cdes normais e patologicas € importante na avaliacdo da funcdo de bomba
do miocardio. Foi mostrado também que um relaxamento miocardico prejudicado
€ um forte indicio do inicio da insuficiéncia cardiaca (Lorell, 1991; Leite-Moreira;
Gillebert, 1994).

No presente estudo foi avaliada a capacidade contratii do VE por meio da
dP/dtmax+ e o relaxamento pela dP/dtmax- e TAU. Foi observado que o
tratamento com DECA aumenta a capacidade contrati do VE, aumenta o
relaxamento e reduz o tempo de relaxamento. O enalapril impede as alteracdes
nas derivadas de pressao, entretanto ndo € capaz de impedir a reducdo do TAU
quando associado o DECA. Marques et al (2016), demonstraram de forma
semelhante ao nosso estudo que fémeas Wistar tratadas com decanoato 20 mg /
kg / semana) por 28 dias apresentam além de hipertrofia cardiaca, aumento da
dP/dtmax+ e dP/dtmax — e reducdo do TAU, alterando a funcdo cardiaca em

particular no que diz respeito a funcéo sistolica e a diastélica.

De uma forma mais especifica, a analise do periodo de relaxamento
isovolumétrico do ventriculo esquerdo tem sido utilizada como ferramenta para
caracterizar a disfuncdo diastélica. Nesse sentido, a disfuncdo diastdlica é
caracterizada pela insuficiéncia do relaxamento isovolumétrico do ventriculo
esquerdo, que pode ser confirmada pelo aumento da constante TAU, pela
diminuicdo do indice dP/dt de queda da pressdo do ventriculo esquerdo
(dP/dtmax -) e por um aumento anormal da pressao diastdlica final do ventriculo

esquerdo (Verma; Solomon, 2009).

Embora o aumento das dP/dtmax+ e dP/dtmax- e a diminuicdo do TAU
demonstrem melhora nos parametros de contratilidade do ventriculo esquerdo, o
tratamento do presente estudo teve duracdo de 4 semanas, entretanto é descrito
na literatura que os que os usuarios de anabolizantes por insatisfacdo com o
corpo o fazem por ciclos, por diversas semanas e repetidas vezes no ano, na
maioria das vezes associados ao exercicio fisico (Hartgens; Kuipers, 2004).
Phillis et al (2000),verificaram que 15 dias de tratamento com decanoato de
nandrolona (20 mg / kg, s.c.) ndo foram suficientes para causar hipertrofia ou
alterar a funcéo cardiaca. Estudo de Rocha et al (2007), em ratos normotensos e

sedentarios, demonstrou que o uso de decanoato de nandrolona por 10
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semanas, numa dose mais baixa (10mg/semana), induziu ao remodelamento
cardiaco, sem no entanto alterar a dP/dtmax+ e dP/dtmax-, entretanto quando
associado ao exercicio fisico aerdbico (natacédo), houve diminuicdo da dP/dtmax-
, exacerbou a hipertrofia cardiaca e a fibrose intersticial, induzindo a deterioracéo
adicional no desempenho cardiaco. Tanno et al (2011) em ratos normotensos
tratado com nandrolona por 6 semanas, além de promover a hipertrofia
ventricular esquerda associada a alteracbes na geometria do ventriculo
esquerdo, comprometeu a funcao sistélica e diastolica e estimulou a expresséo
de marcadores moleculares de hipertrofia cardiaca patoldgica, evidenciando o
impacto maléfico da associagéo entre nandrolona e treinamento resistido sobre o
sistema cardiovascular. Estes estudos demonstram que o prejuizo na funcéao
cardiaca devido ao uso do DECA pode estar relacionado ndo somente a dose e
ao tempo de uso, mas também se exacerbar quando associado ao treinamento

resistido.

A influéncia do SRA sobre os efeitos do uso crénico de doses suprafisiolégicas
do DECA é clara na medida em que o Enalapril no grupo DECA+E além de
reduzir a PAS, a valores dos animais controle, também manteve os indices de
hipertrofia cardiaca, par@metros de contratilidade e relaxamento cardiaco, e as
proteinas envolvidas na dindmica do Ca?* intracelular aos niveis dos animais

controle.

Os resultados deste estudo corroboram os de Loiola et al (2011), realizado
anteriormente em nosso laboratério demonstrando que o enalapril também foi
capaz de reverter aos valores dos animais controle a PAS. Adicionalmente,
Rocha et al 2007, observou que ratos normotensos sedentarios e treinados
tratados com 10 mg/kg por semana de DECA, mesmo sem alteracdo na
variaveis de contratilidade apresentaram aumento da expressao do receptor AT1
e atividade da ECA na coracdo. O tratamento com blogueador de receptores
AT1 preveniu a hipertrofia cardiaca e a sintese de coldgeno induzidas pelo

tratamento com DECA.

Penna et al, (2007) contribui para o entendimento de nossos dados ao
demonstrar em seu estudo com ratos Sprague Dawley machos tratados por 14
dias com doses diarias de 15m/kg de decanoato de nandrolona, que esta droga

promove aumento da expressao de receptores 2 cardiacos aumentando assim
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a contratiidade em animais submetidos ao stress e tratamento agudo com
isoproterenol. De forma semelhante, dados de Kang et al (2012) demonstram
que o tratamento com propionato de testosterona 2mg/kg por 10 semanas

aumenta a contratilidade em ratos com insuficiéncia induzida pelo isoproterenol.

Adicionalmente outros estudos demonstram que o0s hormonios exercem
importante papel fisiolégico na contragédo e relaxamento do coracado, que isso se
deva em parte ao mecanismo de modulacdo da SERCA-2a (Witayavanitkul et al.,
2013; Nascimento et al., 2016), Fosfolambam e p-Fosfolambam(Thrl7)
(Nascimento et al., 2016).Curl et al (2009) observou que o tratamento com
testosterona reverte a hipocontratilidade induzida pela orquidectomia,
providenciando evidencias do papel da testosterona na regulacdo do Ca?* Esta
regulacdo pode ocorrer diretamente com elevacdo da concentracdo intracelular
de Ca?" e a atividade dos miofilamentos nos cardiomiécitos aumentando a

contratilidade cardiaca.

5.4 EFEITO DOS TRATAMENTOS NA EXPRESSAO DAS PROTEINAS
SERCAZ2A, FOSFOLAMBAM E DA INTENSIDADE DA P-
FOSFOLAMBAM(SER16), ENVOLVIDAS NA DINAMICA DO CA#
INTRACELULAR.

A fim de obter melhor compreensdo dos dados de contratilidade, realizamos a
andlise molecular da SERCA-2a, PLB e p-PLB(Ser16). Verificamos que a DECA
aumenta a expressdo da SERCA-2a e sua razdo com o PLB, ndo altera a
intensidade do PLB, entretanto aumenta a intensidade da p-PLB(Serl6) e sua
razdo com o PLB. O tratamento com enalapril impede o aumento verificado nas
proteinas SERCA-2a e p-PLB(Serl6), todavia ndo altera o PLB.

Nossos dados corroboram com o estudo de Nascimento et al (2016), onde
fémeas tratadas com 20 mg/kg de DECA durante 4 semanas apresentaram
aumento da SERCA-2a, PLB e p-PLB-Thrl7, de forma semelhante Kemi et al.
(2010) demonstra que o DECA aumenta e a expressao de SERCA2a. Segundo
Er et al. (2007) os hormdnios sexuais sdo extremamente importantes na
regulacdo da dinamica do Ca?* cardiaco, uma vez que demonstra em seu estudo

que aplicacdes agudas de diidrotestosterona (100 nM) em cultura de midcitos
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ventriculares de ratas promoveu uma reducdo acentuada na corrente de Ca?*.
Interessantemente, 0s mesmos autores demonstram que 0 mesmo tratamento
por 24 horas no modelo acima promove efeito contrario ao observado de forma

aguda, aumentando a corrente de Ca?*.

Poucos sao os estudos que visam associar SERCA-2a e EAA, todavia nota-se
que existem controvérsias entre si e variagdes na metodologia. Cruz et al. (2017)
demonstraram néo haver diferenca ha SERCA-2a apds tratamento crénico com
propionato de testosterona 5mg/kg em ratos wistar jovens. Dalpiaz et al (2015)
demonstraram que a castracéo de ratos espontaneamente hipertensos, machos
e fémeas nado alterou a expressdo proteica da SERCA-2a. Todavia,
Witayavanitkul et al. (2013), apOs castrarem ratos verificaram reducdo na
atividade da SERCA-2a e a reposicdo com testosterona reverteu o prejuizo na
atividade desta proteina. Dados de Mederle et al (2016), apresentaram o SRA,
mais especificamente os receptores de angiotensina Il como estimuladores da
SERCA-2a, o que contribui para o entendimento de nossos dados onde o
tratamento com enalapril impede o aumento da contratilidade induzida pelo
DECA.

Sabe-se que, em ratos, 92% do fluxo de Ca?* durante a excitacdo-contracéo
cardiaca € regulado pela SERCA-2a. Esta bomba atua no reticulo
sarcoplasmatico (RS) facilitando armazenamento de calcio no interior do mesmo
e € regulada pelo PLB (Bers, 2002). Durante a sistole, o potencial de ac¢ado induz
a liberacao de célcio do RS e, quanto maior a disponibilidade de célcio, maior a
contratilidade. Durante a diastole, 0 SERCA-2a aumenta o bombeamento de
calcio para o interior do RS, aumentando a eficiéncia do relaxamento (Frank,
2003).

O PLB € uma proteina integrada a membrana do RS, que regula a atividade da
SERCA-2a. Quando fosforilado, o PLB € inativado resultando em maior atividade
da SERCA-2a e consequentemente no aumento da captacdo de calcio pelo RS,
contribuindo para a facilitacdo do relaxamento e da contratilidade (Tada et al.,
1982, Verboomen et al., 1992). Um aumento na relagdo SERCA-2a/PLB é um
indicativo importante do aumento da atividade de SERCA-2a (Kemi, 2010).
Desta forma, o aumento da razdo SERCA-2a/PLB e da fosforilagdo do PLB em

Nossos animais, pode em parte justificar o aumento da contratilidade observada.
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6 CONCLUSAO

Nossos dados demonstram que o decanoato de nandrolona em ratos SHR, por
um periodo de quatro semanas, foi capaz de acentuar a hipertrofia cardiaca e a
pressdo arterial e aumentar a contratilidade e relaxamento do ventriculo
esquerdo, provavelmente por alterar proteinas responsaveis pela regulagdo de
Ca?* intracelular(SERCA-2a, PLB e p-PLB-Serl6). A hipertrofia causada pela
DECA pode ser considerada uma condicéo patolégica, uma vez que econtra-se
associada ao aumento de colégeno. Certamente, esta avaliacdo comparando o
uso de EAA e a contratilidade cardiaca deve ser posteriormente investigada,
especialmente com a exposicdo mais prolongada, visto que as exacerbacdes
prolongadas desses efeitos podem desencadear complicacbes cardiacas. O
tratamento anti-hipertensivo com o enalapril e na forma de monoterapia, apesar
de reduzir parcialmente a pressao arterial, foi capaz de impedir em animais SHR
as alteracdes ocasionadas pelo DECA, demonstrando o importante papel do

SRA nas alteracdes ocasionadas por esse EAA.
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