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RESUMO

A oxandrolona € um esteroide anabdlico androgénico utilizado na pratica clinica para
tratamento de queimaduras graves, traumatismo apos cirurgia de grande porte, perda
muscular relacionada a sidrome da imundeficiéncia adquirida (AIDS), disturbios
neuromusculares, angioedema hereditario, e hepatite alcodlica. E empregada no
tratamento de pacientes juvenis que apresentam Baixa Estatura Idiopatica e também
problemas no crescimento devido a doencas raras de etiologia genética. Diversos
estudos demonstram que o uso de drogas durante a infancia e adolescéncia pode
impactar negativamente na fase adulta destes individuos. Este trabalho objetiva
avaliar os efeitos do tratamento com oxandrolona, na dose similar a terapéutica, sobre
a contratilidade cardiaca em ratos pré-puberes. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: CON (controle) e OXA (tratados com oxandrolona
2,5mg/kg/dia durante quatro semanas). Os parametros hemodinamicos (+dP/dtmax, -
dP/dtmin e Tau) foram avaliados no ventriculo esquerdo. O coracao foi coletado para
analise histologica (H&E) e deposicdo de colageno (picrosirius red). A analise da
expressdo das proteinas relacionadas com o transiente de Ca?* citosélico (SERCA-2a
e fosfolambam), e as enzimas relacionadas ao sistema antioxidante (SOD1 e
catalase) foi realizada por Western blot. Os animais tratados com OXA nao
apresentaram alteracdo da contratilidade e relaxamento cardiaco, embora
apresentaram aumento da pressao sistolica ventricular esquerda, ndo caracterizando,
porém, uma condicdo hipertensiva. Além disso, a OXA promoveu aumento na
expressdo da SERCA-2a, fosfolambam fosforilada, bem como da razdo SERCA-
2al/fosfolambam, enquanto a expressdo do trocador de Na+/Ca2* (NCX) ndo foi
alterada pelo tratamento. Portanto, o tratamento com OXA, por quatro semanas, em
ratos pré-puberes foi capaz de promover hipertrofia cardiaca, mas nédo alterou a
funcdo cardiaca, nem as proteinas responsaveis pela mobilidade do Ca?* citosélico,
todavia, a hipertrofia cardiaca observada, em virtude da deposi¢cdo de colageno, é
patolégica. Em conclusdo, a OXA parece nédo alterar a funcdo cardiaca embora
promova alteracdes estruturais e moleculares.

Palavras-chave: Oxandrolona; contratilidade cardiaca; ratos pré-puberes, proteinas
de mobilidade de Calcio; disrup¢éo do controle redox; sistema renina angiotensina.



ABSTRACT

Oxandrolone is an androgenic anabolic steroid used in clinical practice for the
treatment of severe burns, trauma after major surgery, muscle loss related to acquired
immune deficiency syndrome (AIDS), neuromuscular disorders, hereditary
angioedema, and alcoholic hepatitis. It is used in the treatment of juvenile patients with
idiopathic short stature and also growth problems due to rare diseases of genetic
etiology. Several studies have shown that drug use during childhood and adolescence
may negatively impact the adult phase of these individuals. This study aims to evaluate
the effects of oxandrolone on cardiac contractility in prepubertal rats. The animals were
distributed randomly into two groups: CON (control) and OXA (treated with
oxandrolone 2.5mg / kg / day for four weeks). The hemodynamic parameters (+dP / dt
max, -dP / dt min and Tau) were evaluated in the left ventricle. The heart was collected
for histological analysis (H & E) and deposition of collagen (picrosirius red). The
analysis of the expression of proteins related to the transient cytosolic Ca?* (SERCA-
2a and phospholamban), and the enzymes related to the antioxidant system (SOD1
and catalase) was performed by Western blot. The animals treated with OXA showed
no increase in cardiac contractility and relaxation, although they showed an increase
in left ventricular systolic pressure, but not characterizing a hypertensive condition. In
addition, OXA promoted increased expression of SERCA-2a, phosphorylated
phospholamban as well as the SERCA-2a / phospholamban ratio, while Na* / Ca?*
(NCX) exchanger expression was not altered by treatment. Therefore, treatment with
OXA for four weeks in prepubertal rats was able to promote cardiac hypertrophy but
did not alter the cardiac function nor the proteins responsible for calcium handling, but
the observed cardiac hypertrophy due to collagen deposition, is pathological. In
conclusion, OXA does not appear to alter cardiac function, although it promotes
structural and molecular changes.

Keywords: Oxandrolone; prepubescent rats; cardiac contractility; calcium handling;
disruption of redox control; renin angiotensin system.
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1 INTRODUCAO
1.1 ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS

A testosterona é o principal hormoénio sexual masculino, sintetizado nos testiculos e
em menor quantidade, pelo cortex da suprarrenal (Liu et al., 2003). A fim de se tratar
doencas relacionadas a deficiéncia deste hormoénio, modificacdes estruturais visando
aumentar a poténcia anabdlica e reduzir a androgénica foram realizadas na molécula
de testosterona, dando origem aos esteroides anabolicos androgénicos (EAA). Séo
moléculas sintetizadas a partir da testosterona por meio de alteracfes estruturais
(Kicman, 2008; Shahidi, 2001).

Os EAA, pelo seu caréter lipofilico atravessam a membrana celular (Hall e Hall, 2005),
podem atuar por duas vias, a saber, a via classica, também conhecida como via
genbmica e a via ndo classica, conhecida como ndo-gendmica (figura 1). Na via
gendmica os EAA se difundem através da membrana plasméatica e no citoplasma se
ligam a receptores androgénicos intracelulares formando complexos com tais
receptores, assim sdo transportados para o nucleo, onde se ligam ao DNA, em uma
regido chamada elementos responsivos atuando como fatores de transcricdo de
elementos especificos do DNA, promovendo consequentemente uma resposta

androgénica e/ou anabdlica (Shahidi, 2001).

Na via ndo-gendmica, os EAA atuam sobre receptores de membrana, do tipo
metabotropicos, ativando assim a proteina G e consequentemente, uma cascata de
segundos mensageiros, logo esta via apresenta acao mais rapida, onde os sinais sdo
traduzidos em alteracdes nas funcdes celulares em segundos a minutos (Falkenstein
et al., 2000; Kousteni et al., 2001). No estudo de Denq et al (2014), foi observado que
a acdo nao-gendmica da testosterona nos receptores de androgenicos (RA)
localizados na membrana plasmatica foi mediada por fosforilacdo rapida das vias
qguinase ativadora da MAP quinase (MEK) e da Proteina Quinase B (Akt), e também

por ativacao da tirosina quinase.

Dessa forma, a testosterona bem como seus analogos podem agir pelos receptores
androgénicos nucleares ou por via ndo gendémica, em diversos tecidos, como 0
coracdo, sistema reprodutor, sistema nervoso central, os musculos, figado, rim
(Wilson, 1988; Shahidi, 2001).
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Via Gendmica Via ndo Gendémica

<> Esterdide

Esterdide

—WRaR—
i

K Efeitos a curto prazo

Efeitos a longo prazo
Sintese

Figura 1: Mecanismo de ac¢éo dos horménios esteroides.

Fonte: Brasil, 2016.

S&do inimeros os trabalhos que relatam os efeitos deletérios da administracdo de
doses abusivas de EAA como decanoato de nandrolona (DECA) e propionato de
testosterona sobre o sistema cardiovascular (SCV). Dentre estes prejuizos, pode ser
citado a hipertrofia e a deposicdo de colageno, caracterizando o remodelamento
cardiaco (Hockman e Buckey, 1982; Bissoli et al., 2009; Tanno et al., 2011; Andrade
et al., 2011; Franquni et al., 2013; Lima et al., 2015; Nascimento et al., 2016; Seara et
al., 2017), aterosclerose, vasoespasmo, insuficiéncia cardiaca, infarto agudo do
miocardio, cardiomiopatia, morte subita, bem como disautonomia cardiaca (El-Mas et
al., 2001; Andrade et al., 2008; Bissoli et al., 2009; Nascimento e Medei, 2011,
Turillazzi et al., 2011; Maior et al., 2013; Olivares et al., 2014). Neste estudo, avaliamos
os efeitos da oxandrolona, por este motivo detalharemos sua estrutura, efeitos

fisiol6gicos, farmacoldgicos e usos clinicos.
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1.2 OXANDROLONA

A Oxandrolona (OXA) foi sintetizada pela primeira vez por Pappo e Jung em 1962
(Pappo; Jung, 1962) e comercializada com o nome Anavar em 1964. A Oxandrolona
(OXA; 17B-Hydroxy-17-methyl-2-oxa-5-androstan-3-ona) é um analogo da
testosterona, um esteroide 17B-alquilado que possui potente atividade anabdlica e
baixa atividade androgénica (Figura 2) (Demling; Orgill, 2000; Orr; Singh, 2004). O
anel A do nucleo esteroide e a alquilacdo no carbono C17 conferem a OXA a
capacidade de absorcao oral, sua metabolizacdo hepatica resulta na formacéo do 17-
epioxandrolona a partir de reacdes de sulfatacdo (Akyurek; Dunn, 2006). Uma vez
biotransformado pode sofrer acdo das enzimas de Fase 2, sendo principalmente a
glicuronidacdo dos compostos a mais comum (Kuhn, 2002; Schanzer, 1998). Além
disso, a OXA possui como outras caracteristicas, a alta ligacdo as proteinas
plasmaticas (95%) e a baixa taxa de biotransformacédo hepatica, cerca de 28% da
droga é excretada na forma inalterada na urina, resulta em niveis plasmaticos mais
altos da OXA quando comparada a outros EAA (Akyurek; Dunn, 2006; Wilson 1988).

H

TESTOSTERONA OXANDROLONA

Figura 2. Similaridade estrutural entre a testosterona e OXA
Fonte: Adaptado de Schanzer, 1996.

De acordo com Akyurek e Dunn (2006), a OXA é utilizada clinicamente no tratamento
de diversas doencas trataveis por meio de EAA, tais como queimaduras graves,
traumatismo apos cirurgia de grande porte, perda muscular relacionada a sidrome da

imundeficiéncia adquirida (AIDS), distarbios neuromusculares, angioedema
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hereditario, e hepatite alcodlica. E digno de nota que a OXA é o Unico EAA aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de perda de peso,
grandes cirurgias ou infec¢fes, desnutricao relacionada a cirrose alcodlica e doencas
neuromusculares. Adicionalmente, OXA é empregada no tratamento de pacientes
juvenis que apresentem Baixa Estatura Idiopatica (BEI) e também problemas no
crescimento devido a doencas raras, como a Sindrome de Turner (ST) (Pappo; Jung,
1967; Moore, 1976).

A ST é uma doenca genética associada a falta parcial ou total do cromossomo X,
conferindo ao paciente um cariétipo com 45 cromossomos (45X) ao invés de 46
(Abramowitz; Stichelene; Hanover, 2014; Ross et al., 2009). As caracteristicas
anatdmicas proprias dessa doenca foram descritas primeiramente por um anatomista
italiano Giovanni Morgagni em 1768 (Jung et al., 2009), e anos depois, em 1938, foi

detalhada por Turner e por isso a sindrome foi batizada com seu nome (Turner, 1938).

A estimativa € que a cada 3000 nascidos vivos, 1 € portadora da ST, esta condicéo
genética € responsavel por abortos espontaneos nos primeiros trés meses de
gestacdo (WHO, 2016). A ST atribui as portadoras caracteristicas fisicas como
pescoco alado e segundo Loscalzo et al (2005), existe forte relacdo entre pescoco
alado e coarctacdo da aorta, em virtude de malformac¢des congénitas. Corroborado
por Saenger (2008), que mostrou que das malformacdes cardiovasculares congénitas
apresentam prevaléncia de 55% e as doencas renovasculares apresentam
prevaléncia de 39%, na ST. Desse modo, na ST alta taxa de morbidade e mortalidade

ocorre em virtude destas doencas (Nathwani et al., 2000; Orbafianos et al., 2015).

Adicionalmente, malformacfes e estigmas Oticos, em virtude de anomalias
congénitas, tratamento ou a falta dele, muitas vezes sao subestimados, tais como
ambliopia, estrabismo, epicanto, hipermetropia e daltonismo e hipertelorismo
(Denniston, 2001).

O tratamento comumente é feito com administracdo do horménio do crescimento
(GH), embora ndo existam evidéncias da deficiéncia da secrecdo de GH na ST,
contudo tal tratamento € indicado em condigio de baixa estatura (Bondy, 2007). E
intrinseco a ST que suas portadoras apresentem hipogonadismo primario, deste
modo, emprega-se também baixa dose de estrogénio concomitantemente ao
tratamento com GH (Rosenfield et al., 2005). Adicionalmente, é empregada a OXA
para melhorar o crescimento (Sas et al., 2014; Orbafianos et al., 2015;).
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Menke et al (2010) demonstraram que a dose recomendada para o tratamento da ST
estd entre 0,03mg/kg/dia até 0,06mg/kg/dia, onde a dose baixa (0,03mg/kg/dia)
aumenta modestamente o ganho de peso e a dose alta (0,06mg/kg/dia) nao altera
significativamente o ganho de estatura. E digno de nota que o periodo de tratamento
€ variante e que em virtude deste, alguns efeitos adversos podem ser observados,

sendo esse o principal motivo de suspenséao do tratamento (Sas, 2014).

A OXA também é utilizada no tratamento de BEI, segundo Bryant et al (2007) a BEI é
uma condicdo na qual a altura dos individuos se encontra abaixo de menos dois
desvios-padrédo (DP) ou abaixo do percentil 3 da altura média para a idade, sexo e

grupo populacional, na qual nao foi identificada nenhuma doenca.

Segundo Boonstra (2006) cerca 3% das criancas tem tamanho inferior a idade, logo
quando nascem, e em 10% destas, esta diferenca € mantida por toda a fase infantil e

em alguns casos na fase adulta.

Aproximadamente 80% dos infantes com estatura igual ou inferior a 2 DP séo
diagnosticadas com BEI. E dificil de estimar precisamente incidéncia e a prevaléncia
da BEI tendo em vista que a BEI € uma condicdo complexa e dependente de diversos
fatores, desse modo ndo se pode utilizar critérios diagndsticos. Observa-se maior

prevaléncia em meninos, independentemente da classe social (Cohen et al; 2008)

Ha indicacbes do uso de OXA em criancas, especialmente do sexo masculino, com
baixa estatura idiopética, por este EAA apresentar baixo efeito androgénico. Nesses
casos a indicacao € o tratamento para criangcas com mais de 9 anos por um periodo

maximo de 1 ano, sendo a dose indicada de 2,5 — 5 mg/dia (Ranke, 2013).

Adicionalmente, o periodo de tratamento é considerado em virtudes de efeitos
colaterais que podem surgir. Raros sao os efeitos adversos do tratamento com OXA,
todavia, foram relatados efeitos colaterais semelhantes aos dos outros EAA, como
engrossamento da voz, clitoromegalia, crescimento de pelos faciais, alopecia, acne,
aumento da libido e alteragbes no ciclo estral. Portanto, esses efeitos adversos
parecem depender da relacdo temporal de uso (Boris et al., 1972; Akyurek; Dunn,
2006; Ranke, 2013)

Embora ndo existam relatos publicados sobre os efeitos do tratamento terapéutico
com OXA no SCV, a alta prevaléncia de malformacé&o cardiaca na ST (Saenger, 2008)

e a alta morbidade e mortalidade por elas (Nathwani et al., 2000), associadas aos



22

resultados dos estudos sobre o uso abusivo de outros EAA destacam a relevancia
deste trabalho. Estudos do nosso grupo (Bissoli et al., 2009; Andrade et al., 2011,
Franquni et al., 2013; Lima et al., 2015; Nascimento et al., 2016; Melo Junior et al.,
2018) e de outros grupos (Fanton et al., 2009; Medei et al., 2010; Neves et al., 2013;
Seara et al., 2017) que demonstraram a influéncia de altas doses dos EAA levando a
efeitos deletérios no SCV, abaixo mostramos os principais efeitos dos EAA em

sistemas importantes que modulam o SCV.

1.3 EFEITOS DOS EAA EM SISTEMAS QUE MODULAM O SISTEMA
CARDIOVASCULAR

Um importante sistema, no qual os EAA atuam para alterar o SCV é o sistema renina
angiotensina (SRA). Esse sistema tem importante atuacao na regulacdo da presséo
arterial (PA), equilibrio hidroeletrolitico, estrutura e funcdo cardiovascular e essas
acOes sao principalmente mediadas pela acédo da Angiotensina Il (ANG II) (Johnston,
1992).

A formacgéo da ANG Il envolve a clivagem sequencial do angiotensinogénio promovida
pela enzima renina, liberada principalmente pelas células justaglomerulares do rim,
gquando h& deteccdo da reducdo do fluxo sanguineo nas arteriolas aferentes
glomerulares (Vallotton, 1987). O angiotensinogénio é clivado no decapeptideo
Angiotensina | (ANG 1), que, por sua vez é hidrolisado no octapeptideo ativo ANGII,

pela acdo da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA).

Os efeitos fisiolégicos da ANG Il sdo mediados pela ligagdo da mesma a receptores
especificos localizados na membrana celular (Timmermans et al.,, 1993). Duas
isoformas principais de receptores para a ANG Il sdo conhecidas e amplamente
expressos: AT1 e AT2, sendo que a maioria dos seus efeitos deletérios, como
aumento da resisténcia vascular periférica e proliferacdo celular, sdo mediadas pela
ativacdo de receptores do subtipo AT1 (Gasparo et al., 2000; Timmermans et al.,
1993). Estes receptores pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina
G. Consequentemente, a estimulacéo de AT1 ativa a fosfolipase C (PLC), que por sua
vez, aumenta os niveis de diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inosotol (IP3) no citosol.
Essa ativacdo promove o aumento da concentracdo de Ca*? intracelular e promove
ativacao de varias quinases modulando as fun¢des celulares (Chiu et al.,1989; Paxton
et al.,1993).
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No cardiomiocito, estas respostas alteram o meio eletrofisiolégico determinando
crescimento e proliferacdo celular, promovendo a hipertrofia tanto por meio indireto
(sobrecarga devido ao aumento da pressao) quanto diretamente via AT1l. Este
estimulo induz a sintese de fatores de crescimento e genes que regulam o

crescimento e proliferacdo celular (Oigman, Neves, 2000; Leifheit-Nestler et al., 2018)

Considerado como um sistema constitutivo de acao paracrina e autacrina, o SRA e
seus constituintes, como a renina, o angiotensinogénio, a ECA e os receptores AT1 e
AT2 tem sido amplamente estudados no miocardio, a deteccdo de RNAm para os seus
componentes neste tecido, fornece apoio para a geracdo local de ANG Il cardiaca
(Paul; Mehr; Kreutz, 2006; Wollert; Drexler, 1999).

Dessa forma, sugere-se que a ANG Il exerce efeito hipertrofico nos cardiomidcitos,
estimulando a proliferacdo de fibroblastos, que por sua vez sintetizam colageno, que
€ um dos um dos constituintes da matriz extracelular (MEC). A ANG Il pode levar ao
acumulo de proteinas na MEC (Sadoshima; Izumo, 1993). Adicionalmente, sabe-se
que a sintese da ANG Il ndo seria decorrente da via classica do SRA plasmatico, mas
também da sintese local deste peptideo pelos componentes desse sistema,

resultando na modulacado da funcao cardiaca (Mentz et al., 2013).

O crescimento dos midécitos cardiacos, juntamente com a deposi¢cdo de colageno
configuram o remodelamento cardiaco (Sadoshima; Izumo, 1993). Neste processo
ocorre 0 aumento do volume dos midcitos em consequéncia de aumento no diametro
celular devido a novos sarcémeros em paralelo ou na perpendicular aos ja existentes,
associado a deposicao de colageno na matriz celular (Cohn; Ferrari; Sharpe, 2000).
Esse fendbmeno pode ser atribuido a acdo da ANG Il, como foi demonstrado em cultura
de células de fibroblastos, que promove acumulo de colageno, devido a alteracdes na
sintese e a degradacdo do mesmo (Weber; Brilla; Janicki, 1991). Adicionalmente, este
peptideo participa na reparagdo e remodelacdo do tecido, por meio da regulacdo do
crescimento celular, podendo promovendo hipertrofia (Suzuki et al., 2003). Desse
modo, o remodelamento, com deposi¢cdo de colageno do tipo I, que € o maior
constituinte do colageno cardiaco, indica a presenca de hipertrofia patologica
(Sasayama; Matsumori; Kihara, 1999; Mill; Vassalo, 2001; Shen; O’Brien; Xu, 2006).

Adicionalmente, a hipertrofia cardiaca pode ser uma resposta adaptativa a sobrecarga
funcional imposta ao coracéao (sobrecarga de trabalho), e em algumas situac¢des pode

levar ao aumento da deposi¢cao de colageno no intersticio. Resultando na formacao
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de fibras colagenas fortemente ligadas quimicamente e resistentes a degradacéo
enzimatica (Zornoff et al., 2009; Bhatt; Velasquez, 2017).

Metaloproteinases de matriz (MPM) sdo protoenzimas colagenoliticas latentes que
podem ser ativadas por acao da ANG II, catecolaminas, citocinas (TNF-q, Interleucina
1), estimulos mecanicos, entre outros fatores (Zornoff et al., 2009). A degradacéo do
colageno pelas MPM é impedida por acdo dos inibidores teciduais das MPM, que
apresentam quatro isoformas, TIMP-1, TIMP -2, TIMP -3 e TIMP -4 (Visse; Nagase,
2003). Tais inibidores sao proteinas de baixo peso molecular que formam complexos
com os MPM blogueando seus sitios cataliticos, promovendo acumulo de colageno
na MEC, que pode causar fibrose e consequentemente aumento da rigidez da parede
do miocérdio, interferindo na contratilidade cardiaca (Volders et al., 1993; Matsubara
et al., 2000; St John Sutton, 2000; Sharpe, 2000; Janicki; Brower, 2002; Richardson
et al., 2015).

Com a diminuicdo da atividade das enzimas colagenoliticas, a degradacdo do
coldgeno é diminuida (Weber, 2000), bem como a potencializacdo dos fatores pré-
fibréticos (como o fator de crescimento transformador - TGF-f3), podendo ocorrer
fibrose (Feuerstein; Weck, 1999).

Em estudo recente, Leifheit-Nestler (2018) concluiu que o SRA age sinergicamente
com o Fator de Crescimento Fibroblastico 23 (FGF23) promovendo hipertrofia do
ventriculo esquerdo e fibrose, em pacientes sadios e com doencas renais. Desta
forma, est4 bem estabelecido o papel do SRA na hipertrofia cardiaca, visto que em
virtude da ativacdo do SRA e resultante acao deletéria da ANG Il pode ocorrer indugéo
de fibrose cardiaca e proliferacdo celular, efeitos estes, vinculados ao aumento da
producdo de fatores pro-fibréticos, como as citocinas pro-inflamatérias como IL-6,
TNF-a e TGF-B (Ferrario; Strawn, 2006; Andrzejczak; Gorska; Czarnecka, 2007;
Leask, 2010; Carmo et al., 2011).

A acdo da ANG Il sobre o receptor AT1, promove aumento da ativagcdo da NADPH
oxidase (NOX), principal responsavel pela producdo de anion superoxido (O2*)
(Sampaio; Santos, 2004). Adicionalmente, por acdo das enzimas xantina oxidase
(X0O), lipoxigenase (LOX), cicloxigenase (COX), os fibroblastos produzem espécies
reativas de oxigénio (ERO). Os fibroblastos também podem produzir espécies reativas
de nitrogénio (ERN), por acdo da enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS).
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Desse modo a ANG Il estimula a atividade da enzima NOX, aumentando a liberacéo
de O2", que é a molécula de maior destaque dentre as ERO na fisiopatologia
cardiovascular (Halliwell; Gutteridge, 1990; Griendling et al., 2000; Virdis et al., 2011).

Foi observado em estudos com altas doses de EAA, aumento da atividade da ECA e
por sua vez, consequente ativacdo do SRA (Rocha et al., 2004; Carmo et al., 2011;
Andrade et al., 2011; Franquni et al., 2013). Esses resultados foram confirmados pelo
estudo de Marques Neto et al (2014) que sugeriram a relagdo do SRA na modulacéo
dos efeitos deletérios do EAA, uma vez que a administracdo de losartana (bloqueador
do receptor AT1) e espironolactona (bloqueador do receptor mineralocorticoide)
concomitante ao tratamento com EAA, preveniram distirbios na funcédo

parassimpatica e a repolarizacao ventricular.

No estudo de Melo Junior et al (2018), em ratos SHR, observaram a influéncia do SRA
sobre os efeitos deletérios do abuso de DECA a medida que o tratamento com
Enalapril (inibidor da ECA) reduziu a PAS e manteve os indices de hipertrofia cardiaca,
pardmetros de contratilidade e relaxamento cardiaco, e as proteinas envolvidas na
mobilidade do Ca?* intracelular aos niveis dos animais controle. Adicionalmente, Lima
et al (2015) inferiram a participacdo do SRA no aumento da producdo de citocinas
inflamatoérias e que ambos estes sistemas, participam do remodelamento cardiaco

causado por EAA.
1.3.1 ERO x EAA

As ERO séo atomos ou moléculas altamente reativas, oriundos de reacdes quimicas
com participacdo do oxigénio, tais entidades quimicas sdo extremamente instaveis e
reativas devido a seu numero de elétrons na camada de valéncia (Halliwell;
Gutteridge, 1990).

A formacao de ERO podem ocorrer em nosso organismo, de modo natural, fisiolégico,
mas também de modo fisiopatoldgico, logo, a producdo de ERO se da como um
processo comum aos organismos aerobicos. Sendo assim, o estresse oxidativo é
caracterizado pela ocorréncia de injurias a diferentes estruturas celulares, em virtude
do desequilibrio a favor da producdo de ERO (Emerit et al., 2001; Barreiros; David,
2006). A principal fonte de formacdo de ERO na célula é a mitocéndria. Altos niveis
de ERO promovem aumento de resisténcia das artérias, ao passo que diminuem a

concentracéo de oxido nitrico (NO) biodisponivel por meio da peroxidacao de lipideos
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de membrana, prejudicando o relaxamento vascular (Harrinson; Gongora, 2009, Klima
et al., 2013).

O organismo possui mecanismos antioxidantes naturais, responsaveis por inibir a
formacédo ou eliminar as ERO. Uma substancia antioxidante entdo, previne a oxidacéo
do substrato ou o reestrutura. Dentre 0s mecanismos antioxidantes, na defesa
antioxidante endogena, as enzimas glutationa-peroxidase, catalase e superoxido-
dismutase (SOD) se destacam (Halliwell, 1987; Halliwell et al., 2000). As enzimas
glutationa peroxidase e catalase degradam o peroxido de hidrogénio (H202). Contudo,
a glutationa peroxidase utiliza o H202 para formar glutationa oxidada a partir da
glutationa reduzida. A funcdo da catalase entdo é decompor o H202 em H20 e O2. A
SOD catalisa a dismutacao do anion superdoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio,
sendo a SOD a enzima antioxidante mais abundante no organismo humano,
configura-se uma importante defesa contra o estresse oxidativo. Adicionalmente a
SOD possui diferentes cofatores como zinco, manganés, cobre, ferro ou niquel, de
acordo com a espécie (Halliwell; Gutteridge, 1986).

Estudos anteriores com doses abusivas de EAA mostraram efeito redutor das enzimas
antioxidantes, e inducao de estresse oxidativo em tecido hepatico de ratos (Chaves et
al., 2005; Pey et al., 2003). Por outro lado, Celec et al (2003), observaram que doses
similares a terapéutica de testosterona e DECA foram capazes de proteger
parcialmente o tecido hepatico e cerebelar de leséo induzida por etanol mediada pelo
estresse oxidativo. Em estudo recente de nosso grupo Caliman et al, (2017)
demonstraram ocorrer reducéo da producéo de 6xido nitrico via enzima éxido nitrico

sintase em ratas wistar tratadas com doses supra fisiolégicas de DECA.
1.4 CONTRATILIDADE CARDIACA E TONUS AUTONOMICO

Foi de interesse estudarmos nos grupos experimentais a contratilidade cardiaca e o
tbnus autonémico, uma vez que, é conhecido que as altera¢bes induzidas por EAA
afetam esses parametros (Pereira Junior et al., 2006; Tanno et al., 2011; Marques et
al., 2016, Nascimento et al., 2016; Melo Junior et al., 2018).

Em relac@o a contratilidade, € bem conhecido que o sarcbmero é a menor unidade
funcional de contracdo dos cardiomidcitos, constituidas por miofibrilas formadas por
proteinas contrateis, estruturais e regulatérias. As proteinas contrateis, ou

miofilamentos grossos constituintes do sarcomero sao formadas pela miosina e os
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filamentos finos, formados por actina, troponina |, troponina T, troponina C e alfa-
tropomiosina (Katz, 1970; Kobayashi; Brette; Orchard, 2003; Maughan, 2005).

O processo de acoplamento excitacdo-contracdo ocorre pela interacdo dos sitios
ativos da actina com a miosina, promovendo um encurtamento dos sarcomeros e
consequentemente do musculo cardiaco, resultando na contracdo propriamente dita,
resultado final de uma sequéncia de eventos gerados pelo potencial de acdo cardiaco
(Lizardo, 2008). A contracdo muscular se da pela ligacdo do Ca?* a troponina C nos
filamentos de actina, o que confere estabilidade a ligagdo da Troponina C com
Troponina |, alterando a conformacédo espacial da Tropomiosina, removendo o
blogueia do sitio de ligacdo da miosina. Desse modo, formam-se as pontes cruzadas
de actina-miosina, resultando na contragdo muscular (Huxley; Hanson, 1954; Dobesh;
Konhilas; Tombe, 2002; Moss et al., 2004).

Para gque ocorra o relaxamento, a concentracéo de Ca?* no citosol deve ser reduzida,
um dos meios pelo qual esta reducdo pode ser promovida é pela retirada do Ca?* do
citosol para o espaco intersticial, o transportador mais importante neste caso € o
trocador de Na*/Ca?* (NCX) uma proteina transportadora localizada na membrana
celular responsavel pela extrusdo do Ca?* citosélico (Katz, 1992; Dipolo; Beaugé,
2006). Ou ainda, a reducdo da concentracdo de Ca?* pode se déa pela recaptacéo do
Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico (RS) por meio de uma proteina transmembrana,
chamada SERCA-2a, ela recapta o Ca?* e o armazena no seu interior (Bassani;
Bassani; Bers, 1994).

A atividade da SERCA-2a é modulada por uma proteina agregada a prépria
SERCA2a, denominada fosfolambam (PLB). A PLB néo fosforilada inibe a recaptacdo
do Ca?* por diminuir a afinidade deste ion com a SERCA2a, quando fosforilada a PLB
se dissocia da SERCA-2a e deixa de inibi-la, desse modo o Ca?* é recaptado para o
interior do RS resultando no relaxamento da fibra (Frank et al., 2003; Periasamy;
Bhupathy; Babu, 2008).

Em estudos do nosso grupo, Nascimento et al (2016) analisando a contratilidade
cardiaca em ratas normotensas, tratadas com DECA, com e sem exercicio de
resisténcia, observaram hipertrofia cardiaca, aumento da contratilidade cardiaca,
provavelmente por alterar a expressao das proteinas envolvidas na mobilidade de
Ca?*. Adicionalmente, Melo Junior et al (2018) encontraram resultados similares ao

trabalhar com ratos SHR tratados com DECA. Entretanto, no trabalho de Rocha et al
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(2007), observaram que ratos wistar, submetidos ou ndo a treinamento fisico e

tratados com DECA, ndo mostraram alteracao na contratilidade cardiaca.

Entre os fatores que podem afetar a contratilidade cardiaca podemos destacar o tbnus
autondmico. O controle autondmico do sistema cardiovascular se da por meio do
sistema nervoso parassimpatico e simpatico conferindo condi¢des ideais de perfuséo
aos orgaos (Vasquez, 1994). Sao liberadas no coracéo, acetilcolina e noradrenalina,
alterando o débito cardiaco por modular a frequéncia cardiaca (FC) e a forca de
contracao das fibras do miocardio. A acdo da noradrenalina nos vasos de resisténcia
promove alteracdo da resisténcia vascular periférica (RVP) (Silva, 2010). Desse
modo, o sistema simpatico tem fungcédo excitatéria no coracdo e vasos sanguineos,
enquanto a inervacdo vagal tem funcéo inibidora sobre o nodo sinusal e musculo

cardiaco (Vasquez, 1994).

O controle do componente tdnico, assim como a variagcdo do componente fasico sdo
dependentes de mecanismos que promovem ajustes da frequéncia e contratilidade
cardiaca e dos vasos (Mengal, 2012). Sendo assim, trés arcos reflexos estdo
envolvidos na modulacdo da atividade simpética e parassimpatica, ou seja, na
modulacdo autondmica cardiovascular. Estes reflexos percebem e ajustam as
alteracdes na pressao arterial sanguinea (PA), no reflexo barorreceptor responsavel
pela manutencdo da PA momento a momento, 0s baroceptores, sensores sensiveis
as deformacdes do vaso, regulam o controle reflexo autonémico e também os ténus
simpatico e parassimpatico. No reflexo cardiopulmonar, o0s receptores
cardiopulmonares detectam a variacdo do volume de sangue por meio da alteracéo

da pressao dos ventriculos, resultando na modulacéo de respostas na FC.

No quimiorreflexo, os quimiorreceptores arteriais percebem varia¢des plasmaticas da
pressédo parcial de CO2, O2 e pH, controlando assim a respiracdo e a circulagao
ajustando a ventilacdo e em seguida aumentando a FC e a PA por meio da ativacéo

simpatica (Vasquez et al., 1994; Angelis; Santos; Irigoyen, 2004; Braga et al., 2008).

Os EAA promovem alteracdes no controle reflexo do sistema cardiovascular. Em um
estudo com wistar machos, El-Mas et al (2001) demonstraram que estes animais
adultos castrados apresentaram prejuizo na sensibilidade do barorreflexo arterial,
contudo, apos reposicdo hormonal em dose semelhante a fisioldgica, o prejuizo foi
revertido. Beutel et al (2005) apos tratamento com doses abusivas de estanazolol,

avaliaram a sensibilidade do barorreflexo de ratos, mostrando um prejuizo do reflexo
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apos oito semanas de tratamento (Beutel; Bergamaschi; Campos, 2005). Embora
Andrade et al (2008) ndo observaram prejuizo na sensibilidade do reflexo Besold-
Jaresh (RBJ) em animais tratados com 10mg por 4 semanas, Bissoli et al (2009),
dobrando o tempo de tratamento com a mesma dosagem de DECA, observaram
prejuizo do RBJ. Desse modo, estudos revelam uma relacdo dose, tempo e tipo de
EAA dependente (Ward; Abdel-Rahman 2005; Ward; Abdel-Rahman, 2006; Pereira-
Junior et al., 2006). Essas alteragdes podem refletir no tonus autonémico (El-Mas et
al., 2001; Beutel; Bergamaschi. Campos, 2005)

1.5 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Considerando que as pacientes diagnosticadas com a ST apresentem alta morbidade
e mortalidade, em virtude de doencga cardiovascular (Nathwani et al., 2000; Orbafianos
et al., 2015), e que néo est4 claro se o uso de OXA por infantes de ambos o0s sexos
com BEI pode afetar a funcdo do coracdo, faz-se necessario, estudos sobre os
impactos do tratamento com OXA durante a fase juvenil poderiam influenciar o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares na fase adulta.

Atualmente alguns estudos relataram efeitos deletérios no SCV de animais tratados
com doses abusivas de EAA (propionato de testosterona e DECA) durante a
adolescéncia (Olivares et al., 2014; Seara et al., 2017; Sretenovic et al., 2018),
contudo, ndo ha na literatura pesquisa acerca dos possiveis impactos na fase adulta,
decorrentes do tratamento com dose terapéutica de OXA iniciado na fase juvenil.
Nossa hipétese € que a administracdo de OXA, em dose terapéutica, durante a
adolescéncia (figura 3) de ratos machos, possa ndo causar grandes alteracdes
moleculares, estruturais e funcionais cardiacas e possivelmente ndo alterar o controle
autondmico e a contratilidade cardiaca na fase adulta, uma vez que em nosso estudo,
iniciamos o tratamento no animal com 30 dias de idade e finalizamos com 60 dias,

desta forma confirmando a seguranca terapéutica desta droga.

Figura 3: Fases do desenvolvimento do rato wistar. D: dias de nascido.
Fonte: Adaptado de Olivares, 2014 e Seara, 2017.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento com OXA na dose similar a terapéutica, nos parametros

cardiacos de ratos, tratados durante a pré-puberdade e a puberdade (tratamento

iniciado aos 30 dias de idade, tratados por 4 semanas)

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar ao final do tratamento os efeitos do tratamento com OXA no(a):

Pressao sistolica e Frequéncia cardiaca;

Tonus autondémico;

Contratilidade cardiaca,;

Variacdo do peso corporal em relacéo a tibia;

Remodelamento Cardiaco;

Componente do Sistema Renina Angiotensina: expressao proteica da ECA;

Proteinas envolvidas com a mobilidade do calcio e sistema antioxidante no
coracdo: Trocador Na*/Ca?* (NCX), Serca-2a, fosfolambam e fosfolambam

fosforilada, SOD1 e catalase;

Peroxidacao lipidica e oxidacdo de proteinas no coracgéao.
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais adotados obedeceram as normas
estabelecidas pela comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES) aprovados sob o n°10-2016. Foram utilizados ratos wistar
machos, com peso inicial entre 80g e 90g, 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 0s animais receberam agua e comida de modo

irrestrito.
3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram separados em 2 grupos experimentais, sendo:

1. Controle (CON): Animais tratados com veiculo (Carboximetilcelulose; 0,1 mL,

diariamente - 4 semanas via gavagem).

2. Oxandrolona (OXA): Animais tratados com Oxandrolona (Manipula, farmacia de

manipulacdo, Cariacica, ES, Brasil).

Para o calculo da dose, utilizamos a dose diaria humana de 5mg de OXA (Menke et
al, 2010). Considerando peso humano (crian¢a) 20kg (Reagan-Saw et al, 2007) temos

dose equivalente humana (HED): 5mg / 20Kg = 0,25 mg / kg.

Como método translacional, calculamos a dose para o rato com base na area de
superficie corporal e utilizando o fator Km como normalizador na extrapolacédo da dose
(Reagan-Saw et al, 2007):

HED (mg / kg) = dose animal (mg / kg) x (Km animal / Km humano ); ento:
0,25 = dose animal (mg / kg) x (6 Km rato / 25 Km crianga), dose animal = 1,04mg/kg

Para facilitar o calculo da dose a ser administrada, esse valor foi arredondado para

1mg/ kg.

Considerando o estuddo de Brower (2002) que relata que as doses de abuso de
EAA atingem de 10 a 100 vezes as quantidades normalmente prescritas para fins
médicos, optou-se por uma dose 2,5 vezes maior que a dose terapéutica calculada

(Img / kg) admitindo-a ainda semelhante a terapéutica.

Todos os tratamentos foram aplicados por gavagem e foram realizados por 4

semanas.
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30 dias - 80g - 90g

CON OXA

Tratamento 4 semanas

ANIMAIS ANESTESIADOS: ANIMAIS ACORDADOS:
= CONTRATILIDADE + TONUS AUTONOMICO
CARDIAcA; CARDIACO;
* COLETA DE SANGUE E * COLETA DE SANGUE E
TECIDOS TECIDOS

=  ANALISES MORFOMETRICAS
= ESTRESSE OXIDATIVO: AOPP e TBARS;
» WESTERN BLOT: ECA1, SOD1, CATALASE, NCX, SERCA-2a, PLB,
pPLB.

Figura 4: Resumo dos protocolos experimentais.

3.2 AVALIACAO DO TONUS AUTONOMICO CARDIACO
De 7 a 8 animais foram usados somente para este protocolo funcional.

Para implantacdo de cateter na artéria e na veia femoral foi feita uma incisdo inguinal.
Os vasos foram isolados e em cada um foi inserido um cateter de polietileno (PE10-
PES50 fundido) preenchido com solucdo salina heparinizada, com a finalidade de
acessar a circulacao sistémica e assim aplicar os farmacos e também fazer os
registros ao ligar o cateter a um transdutor acoplado a um sistema de aquisi¢cao de
dados (modelo MP100-CE, Biopac Systems, Santa Béarbara, CA, EUA). Os ténus
autonémicos cardiacos dos ratos wistar foram avaliados pelo protocolo adaptado de
Chapleau e Sabharwal (2011) e semelhante ao de Huijing (2013). Entdo, os tonus
autonébmicos cardiacos simpatico e parassimpatico foram estimados através de
bloqueadores farmacoldgicos seletivos dos receptores muscarinicos (N-metilatropina)
e dos receptores P1-adrenérgicos (atenolol) em animais acordados. O tdnus
parassimpatico cardiaco foi estimado através da variacdo da FC basal 15 minutos

depois de uma Unica injecao de atropina (2 mg/kg, i.v.), que atinge um efeito de platd,
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aproximadamente nesse tempo, e tem a duracdo de aproximadamente 4 horas.
Imediatamente depois, foi injetado atenolol (4 mg/kg, i.v.), que também atinge um
efeito méximo 15 minutos depois, e este valor foi considerado como a FC intrinseca
(marcapasso). No dia seguinte, a sequéncia das inje¢des foi invertida e o tonus
simpatico cardiaco foi estimado através da variacdo da FC basal 15 minutos apos o

atenolol e o FC intrinseca cerca de 15 minutos sob o bloqueio duplo.
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Figura 5. Esquema resumido do protocolo de avalia¢éo do tbnus autonémico cardiaco.
Fonte: Klippel, 2016

3.3 AVALIACAO DA FUNCAO VENTRICULAR ESQUERDA.

De 6 a 7 animais foram utilizados somente para este protocolo funcional. A funcéo
ventricular esquerda (VE) dos ratos wistar foi avaliada pelo protocolo de Wang et al
(2003). Apo6s as 4 semanas de tratamento 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 regiao
mediana e lateral direita da tragueia, os animais foram fixados em uma mesa
cirurgica em decubito dorsal, com as patas dianteiras fixadas abertamente, cabeca
na base inferior da mesa cirdrgica. Em seguida, 3 cm abaixo da sinfise mandibular,
a 1cm a direita da linha mediana, foi realizada uma pequena inciséo mediana de 2
cm na pele. Apas retirar fascia superficial que envolve os tecidos no local e visualizar
0s musculos esterno hioideo e esternocleidomastoideo, foi localizada a traqueia,
carétida comum direita e 0 nervo vago, ao lado e abaixo deste trigono, a traqueia foi
separada e dissecada do nervo vago. A porcéo cranial foi ligada com fio cirdrgico e

apOs uma pequena incisdo na parede da artéria carotida comum direita foi inserido
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cateter de polietileno (PE 50) preenchido com salina e heparina. O cateter foi ligado
a um transdutor de pressao acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (modelo
MP100-CE, Biopac Systems, Santa Barbara, CA, EUA). Apés 15 minutos de
estabilizacdo, foram registadas as pressodes arteriais sistolica e diastolica. O cateter
foi introduzido no ventriculo esquerdo para afericdo dos parametros funcionais do

ventriculo esquerdo, a saber:

e Valores maximos da primeira derivada da pressao ventricular esquerda
(+dP/dtmax), que é a taxa maxima de aumento da presséao ventricular;

e Valores minimos da primeira derivada da pressdo ventricular esquerda (-
dP/dtmin), que é a taxa de decaimento da pressao ventricular;

e Constante de tempo do relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo
(Tau);

e Presséo sistélica ventricular esquerda (PSVE).

Logo apds o cateter foi retirado do ventriculo esquerdo, a pressao arterial foi medida
novamente para determinar se ocorreu dano a valvula aodrtica. Os dados foram
analisados utilizando o software LabChart, versao 7 (AD Instruments, Castle Hill,

Australia).
3.4 RETIRADA DOS TECIDOS

Apés a eutanasia dos animais, os 6rgaos foram retirados, limpos e pesados para as
analises. O coracao teve suas camaras separadas e o ventriculo esquerdo (VE) foi
dividido, entre as analises morfométricas, de western blot e outras. Os VEs foram
armazenados em solucéo de formol (10%) tamponado para as analises histoldgicas.
A razéo do peso coracaoltibia, foi usada como indice de possivel hipertrofia.

3.5 ANALISES HISTOLOGICAS

Apébs 24h na solugédo de formol, os tecidos cardiacos foram processados, incluidos
em parafina e cortados em microtomo manual rotativo (LEICA - modelo RM2125 RTS),
com espessura de 5 um. Os cortes dos coracdes foram corados com
hematoxilina/eosina (H&E), para proceder com as analises morfométricas. Para isto,
10 campos de cada animal serdo fotografados no aumento de 400X e o numero de
midcitos por campo e a area, perimetro, largura e comprimento dos mioécitos serao
compilados com o auxilio de um software de obtencéo de imagens (Motic Cam Plus®).

Outros cortes do coragao foram corados utilizando o corante especial Picrossiriusred
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(Sirius Red), a fim de identificar a deposicdo de colageno nestes 6rgaos. Para tanto,
10 campos de cada animal foram fotografados (400X) e o percentual de colageno foi
obtido em cada grupo de tratamento. A andlise da &rea do colageno foi realizada
utilizando o Software Image J®.

3.6 ANALISE DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

A técnica utilizada para deteccédo da expresséo das proteinas SERCA-2a, PLB e p-
PLB (fosfo-serina-16-fosfolambam; p-Serl16-PLB), trocador NCX, ECA e das enzimas
antioxidantes SOD1 e catalase no ventriculo esquerdo foi a de western blot. O tecido
do ventriculo esquerdo foi homogeneizado em tampao de lise (100 mmol/L de NacCl,
50 mmol/L de Tris-base, 5 mmol/L de EDTA, 2 Na, 50 mmol / L de Na4P207.10H20, 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 NasVOa). As proteinas totais
foram medidas pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Vinte e cinco microgramas
de proteina foram diluidos em tampao (5% - 2M Tris, pH = 6,8, 20% glicerol, 30% SDS,
25% mercaptoetanol, 0,1% Bromophenol Blue) e foram separados por eletroforese
usando SDS-PAGE.

As proteinas foram transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
(Biorad). Apds incubacdo com solucéo de bloqueio (Tris 20 mM, NaCl 150 mM pH 7,6,
Tween a 0,05% e leite Molico Nestle 5%), as membranas foram incubadas a 4°C,
durante a noite com anticorpos especificos primarios: anticorpos primarios: anti-
SERCA-2a ([1:1000], Affinity BioReagents, CO, USA); anti-PLB ([1:1000], Affinity
BioReagents, CO, USA), anti-p-Serl6-PLB ([1:1000], Abcam, Inc., USA), anti-ACE1
([1:200], NDLta Cruz, Inc., USA), Inc., USA); SOD 1 ([1:500] Sigma, Estados Unidos)
CATALASE (CAT) ([1:2000] Sigma, Estados Unidos) e anti-Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) ([1:1000], Merck Millipore, Germany). 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-lgG rabbit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), anti-lgG goat, e anti-lgG mice, Millipore, Massachusetts, EUA). As bandas
imunorreativas foram detectadas com uma reacdo de quimioluminescéncia utilizando
substrato de peroxidase (Luminata HRP Substrate-Millipore) e a reacao foi captada e
quantificada pelo software Bio-rad Image Lab 5.2.1. Em cada ensaio experimental fez-
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se a normalizacdo em relacdo ao controle, sendo GAPDH para todas as proteinas
analisadas no tecido cardiaco por este protocolo, com vista a diminuir os possiveis
erros associados as variagdes nas concentracdes das proteinas. Para andlise do p-
Serl6-PLB foi realizado a razdo p-Serl6-PLB/PLB total. Os resultados foram

expressos como percentual (%) do controle.

3.7 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo foi avaliado por meio da quantificacdo dos produtos advindos da
acdo dos radicais livres. Nesse sentido, foram quantificadas as espécies reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) e os produtos de oxidacao proteica avancada (AOPP).
A quantificacdo do AOPP foi realizada de acordo com o descrito por Witko-Sarsat et
al., (1996) com modificacdes. Desta forma, os tecidos foram homogeneizados com
tampéao fosfato de potassio (PBS) e em seguida centrifugados (3500 rpm, 10 min). O
sobrenadante foi misturado a iodeto de potassio (1.16mM) e acido acético em placa
de 96 pocos, apds 6 minutos de incubacdo a absorbancia foi medida em leitor de
microplacas em 340nm (Filter Max F3/F5 Multi-Mode Microplate Readers, Molecular
Devices, USA). O resultado é obtido por meio da interpolacéo dos resultados em uma
curva padrao construida com diferentes concentracdes de Cloramina T (5-100uM). Os
resultados foram expressos em equivalentes de Cloramina T/mg de proteina (uM/mg
de proteina).

Para a determinacéo do TBARS, os homogenatos foram misturados com uma solugao
de acido tiobarbittrico (1%) em seguida levados a ebulicdo por uma hora e em seguida
resfriados a temperatura ambiente. Aliquotas da mistura reacional serdo adicionadas
em placas de 96 pocos e a absorbancia foi lida em leitor de microplacas em 532nm
(Patockova, Krsiak, Marhol, & Tamova, 2003). Foi confeccionado uma curva padréao
com malondialdeido (0,1-5uM) (MDA, Sigma-Aldrich) e os resultados foram expressos

como equivalentes de MDA/mg de proteina.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrao da média (EPM), sendo
analisados por teste T ndo pareado de Student com niveis de significancia

estabelecidos por P <0,05.
4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO PESO CORPORAL INICIAL E FINAL
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Na tabela 1 encontram-se os valores do peso inicial e final dos grupos estudados.
Observa-se que os resultados ndo demonstraram diferenca estatistica entre os

grupos.

Tabela 1: Valores dos pesos dos grupos CON e OXA.

n=7 COoM OXA
Peso corporal inicial (g) 84,5+5,0 83,33+ 3,0
Peso corporal final (g) 286,5+24 315,1+12,0
Variac&o do peso (g) 202+ 24 234 +11

Teste T ndo pareado de Student.

4.2 AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO COM OXA SOBRE O TONUS
AUTONOMICO CARDIACO

No grupo CON, o bloqueio dos receptores muscarinicos com atropina resultou em um
significante aumento na FC basal, de 362 £ 9,2 bpm para 505 + 7,7 bpm, indicando
um ténus vagal de +143 bpm. No grupo OXA, a varia¢ao na FC basal foi de 349+ 7,4
bpm para 483+ 12,1 bpm (variacdo de +134 bpm), ndo apresentando entdo diferenca
do tébnus vagal comparado com os animais controle, de acordo com a figura 5 (painel

esquerdo).

O bloqueio dos B1-adrenoceptores com atenolol, que foi usado para avaliar o tbnus
simpatico cardiaco, causou resultados opostos, como observado na figura 5 (painel
direito). A FC basal foi reduzida para 320+ 10 bpm (-40 bpm) no grupo CON. Nos
animais OXA tratados a magnitude da reducéo da FC basal 285 17 bpm (-64 bpm),
nao havendo diferenca entre os grupos estudados.

A FC intrinseca, que foi considerada como a FC sob o duplo bloqueio com atropina e

atenolol, foi semelhante nos dois grupos de animais (figura 6).
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Figura 6. Efeitos do tratamento com OXA (oxandrolona) sobre tdnus autondmico cardiaco dos ratos
wistar. Esquerda: Variagdo da FC apds bloqueio parassimpatico. Direita: Variagcdo da FC ap6s bloqueio
simpatico; N= 7 por grupo. Teste T ndo pareado de Student.
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Figura 7. Efeitos do tratamento com OXA (oxandrolona) sobre a FC intrinseca dos ratos wistar. N=8

por grupo. Teste T ndo pareado de Student.

4.3 AVALIACAO DA PRESSAO SISTOLICA VENTRICULAR ESQUERDA E

PARAMETROS DE CONTRATILIDADE

Na tabela 2 estdo apresentados os dados da presséo sistélica ventricular esquerda
(PSVE) e parametros de contratilidade. A figura 7 mostra que o tratamento com OXA
(123 £ 5 mmHg) aumentou o PSVE quando comparado ao controle (109 £ 4 mmHg).
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Figura 8. Medida da Presséo ventricular sistélica esquerda dos grupos CON e OXA (oxandrolona). Os
valores foram apresentados com média £ EPM. n=6, * p< 0,05 vs Grupo CON; Teste T ndo pareado de

Student.

Tabela 2: Efeitos do tratamento com oxandrolona nos parametros de contratilidade do

ventriculo esquerdo e niveis de pressao arterial média, sistolica e frequéncia cardiaca.

CON OXA

Parametros de contratilidade (animais anestesiados)

dP/dt max + (mmHg/s) 5138+238,6 5469+135,7
dP/dt min — (mmHg/s) -3785+109,9 -4564+443,9
Tau (s) 0,0191+0,002644 0,01772+0,002442
PSVE (mm Hg) 108,9+3,887 123,1+4,618*

PAM, PAS e FC (animas acordados, valores obtidos antes da avaliagdo do tdnus autonémico)

PAM (mm Hg) 98,8+6,1 108,9+4,4
PAS (mm Hg) 143,0%4,5 151,624,9
FC (bpm.s™) 362+9,2 349+ 7,4

Os valores foram apresentados com média £ EPM. n=7, * p< 0,05 vs Grupo CON; Teste T ndo pareado

de Student.
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4.4 AVALIACAO DE PARAMETROS MORFOMETRICOS DO VENTRICULO
ESQUERDO

Na tabela 3 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.

Tabela 3: Efeito do tratamento com Oxandrolona sobre o peso do ventriculo esquerdo,
comprimento da tibia, razdo do peso ventriculo esquerdo/comprimento da tibia.

n=6  VENTRICULO ESQUERDO- COMPRIMENTO DA VE/CT

VE TiBIA —CT (g/cm)

()] (cm)
CON 0,5515 + 0,06144 3,783 +0,07923 0,1256 + 0,01919
OXA 0,4917 + 0,05759 3,817 +0,1014 0,1132 + 0,01153

A figura 9 mostra que o tratamento com OXA reduziu o ndmero de nudcleos dos
midcitos por campo (CON 23,7 + 0,82 e OXA 19,0 £ 0,61; *p < 0.05).

104

N°MIOCITOS POR CAMPO

CON OXA

Figura 9. Andlise morfométrica dos do ventriculo esquerdo (VE). Esquerda: Iaminas Histolégicas
representativas do VE nos grupos Controle (CON) e Oxandrolona (OXA). Direita: graficos de coluna

representando os nucleos dos cardiomiécitos dos grupos CON e OXA. As amostras foram coradas pelo
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método Hematoxilina/Eosina (H&E) e fotografadas no aumento de 400x. Os valores foram

apresentados com média + EPM. n=6, * p< 0,05 vs Grupo CON; Teste T ndo pareado de Student.

A figura 10 mostra que a OXA provocou aumento na area dos nucleos dos midcitos
cardiacos comparado com o grupo controle (CON: 3241 + 100 ym? vs OXA: 4102 +
295 uym?; *p < 0.05; Figura 9A). OXA também promoveu aumento no perimetro dos
nucleos dos miécitos cardiacos comparado com o grupo controle (CON: 272 + 4,0 ym?
vs OXA: 307 + 8,0 um?; *p < 0.05; Figura 9B), assim como no comprimento dos
ndcleos dos midcitos cardiacos comparado com o grupo controle (CON: 115,1 + 2,5
pm vs OXA: 130,8 = 4,60 uym; *p < 0.05; Figura 9C). A OXA ndo provocou aumento
significativo na largura dos nucleos dos cardiomiécitos comparado com 0 grupo
controle (CON: 36,75 £ 1 ym vs OXA: 39,89 £ 2,3 ym; Figura 9D).
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Figura 10. Analise morfométrica do VE dos grupos CON e OXA. Laminas coradas com o método

Hematoxilina/Eosina (H&E). 400x. Os gréficos de barra representam: Painel A area dos nudcleos dos
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midcitos; Painel B, perimetro dos nucleos; Painel C, comprimento dos ndcleos e Painel D, largura dos
nucleos. Os valores foram expressos como média + E.P.M; n=6; * p< 0,05 vs Grupo CON; Teste T nao
pareado de Student.

A figura 11 mostra a coloracdo de picrosiriusred que cora em vermelho o colageno,
nas laminas do VE fixado dos grupos CON e OXA. A OXA aumentou o depdésito de

colageno total nos animais tratados.
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Figura 11: Analise Histolégica do coracdo dos grupos CON e OXA, laminas de VE apés coloracdo de
Picrosirius Red. 400x. Esquerda: laminas Histoldgicas representativas do VE nos grupos Controle
(CON) e Oxandrolona (OXA). Direita: gréfico de colunas representando porcentagem de deposicdo de
colageno no VE dos ratos dos grupos CON e OXA. Os valores foram apresentados com média + EPM.

n=6, ** p< 0,01 vs Grupo CON; Teste T ndo pareado de Student.

4.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM OXA SOBRE A EXPRESSAO DE PROTEINAS
ENVOLVIDAS NO TRANSIENTE DE CALCIO (SERCA-2A, PLB e P-PLB e NCX)

4.5.1 Avaliacdo da expressao proteica da serca-2a no ventriculo esquerdo.

Na figura 12A encontram-se os valores referentes a analise da expressao proteica da
SERCA-2a, onde o tratamento com OXA nao altera a expressdo desta proteina
(127,4% £ 19,07%) em relagdo ao grupo Controle (100% + 13,65%). Contudo, foi
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observado que a OXA promoveu aumento da razado Serca2a com a PLB (12B), tal

razao, avalia a atividade da SERCA-2a.
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Figura 12: Expressao proteica da SERCA-2a em ventriculos esquerdos e razdo com PLB de animais
controle (CON) e oxandrolona (OXA). Os valores estao expressos como médias + EPM (n=5 por grupo).
Os valores foram expressos como média + E.P.M; * p< 0,05 vs Grupo CON; Teste T ndo pareado de
Student.

4.5.2. Expressao proteica da PLB no ventriculo esquerdo

O tratamento n&o alterou a expressao da PLB, pois ndo foram observadas alteracdes
significativas entres os grupos (CON: 100 * 8,9%; OXA: 89,0 + 6,8%). Para avaliar a
proporcdo do p-Serl6-PLB, foi calculada a razdo entre a quantidade PLB total e
porcdo da p-PLB. Desse modo, na figura 13 B observa-se que o tratamento com o
OXA reduziu a proporc¢éao (49,8 + 6,3%) quando comparado ao grupo CON (100 *
16,1%)
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Figura 13. Expresséo proteica da PLB no ventriculo esquerdo e razéo p-PLB / PLB. Os valores estéo

expressos como médias £ EPM (n=5 por grupo). Os valores foram expressos como média + E.P.M; *

p< 0,05 vs Grupo CON; Teste T ndo pareado de Student.

4.5.3. Expressao proteica do NCX

A figura 14 mostra os resultados da expressao proteica do NCX, onde o tratamento

com OXA néo interferiu com a expressao desta proteina (CON: 100 + 2,88%; OXA:

93,86 + 15,07%).
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Figura 14: Expresséo proteica do NCX em ventriculos esquerdos. Os valores estdo expressos como

médias + EPM (n=3 por grupo). Teste T ndo pareado de Student.
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4.6 ESTRESSE OXIDATIVO

O tratamento com OXA nao promoveu alteracdo dos produtos de oxidacdo proteica
avancada (AOPP) em relagdo ao grupo controle (CON: 0,075 + 0,0022 uM; OXA:
0,080 £ 0,0021 uM, Fig.15-A). A quantificacdo das espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) nos coracfes dos animais tratados foi aumentada pelo
tratamento com OXA (CON: 0,022 + 0,00096 uM; OXA: 0,032 £+ 0,0052 uM, Fig.15-B).
Também foi observado aumento da expressao proteica da enzima SOD-1 (CON: 100
* 5,9%; OXA: 129,1 + 9,1%, Fig.15-C) e diminuigao da expressao proteica da enzima
catalase (CON: 100 * 13,8%; OXA: 54,4 + 4,8%, Fig. 15-D) apds o tratamento com
OXA.
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Figura 15. Andlise dos componentes relacionados ao estresse oxidativo. (A) produtos de oxidacao
proteica avancada (AOPP); (B) espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS); E de enzimas
antioxidantes. (C) SOD, (D) Catalase de ratos CON e OXA. Os valores foram expressos como média +
E.P.M; * p< 0,05 vs Grupo CON; Teste T ndo pareado de Student.
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4.7 ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA - ECA

A figura 16 mostra a analise da expressao proteica da ECA, onde o tratamento com
OXA aumentou significativamente a expressao desta proteina (152,1% + 16%) em
relacéo ao grupo Controle (92,9% + 12,5%).
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Figura 16. Expresséo proteica da ECA em ventriculos esquerdos. Os valores estdo expressos como
médias + EPM (n=5 por grupo). Teste T ndo pareado de Student.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo, até 0 momento, € o primeiro a relacionar o tratamento com dose
semelhante a terapéutica do esteroide anabolizante OXA, com alteragdes estruturais
como hipertrofia cardiaca com deposicéo de colageno, que demonstra a existéncia de
hipertrofia patologica, refutando a nossa hipotese inicial que o tratamento com a dose
utilizada, ndo causaria efeitos deletérios no coracdo. Também foram observadas
alteracdes nas razoes das expressdes das proteinas reguladores do célcio citosolico
(SERCA-2a/PLB total e p-PLB/PLB total), das enzimas antioxidantes catalase e SOD1

no ventriculo esquerdo de ratos, contudo sem alteracdes funcionais.

Os resultados encontrados na literatura, em relacdo a alteracbes no peso corporal
pelo abuso de EAA, sédo divergentes. Seara et al (2017) demonstraram que ratos
wistar, tratados com alta dose de propionato de testosterona 5mg/kg/dia por 5
semanas, nao sofreram alteracdes significativas no peso corporal. Em contrapartida,
Bissoli et al (2009) demonstraram ganho de peso em ratos wistar tratados com
20mg/kg de DECA por 4 semanas. No presente estudo, o tratamento com OXA na
dose similar a terapéutica (2,5mg/kg/dia) nao foi capaz de promover alteracdes no
peso corporal entre 0s grupos, nossos resultados corroboram os observados por
Grokett (1992) que ndo observou variacdo no peso corporal final em ratos Sprague-
Dawley, apesar de ter usado dose maior do que a utilizada no nosso estudo
(10mg/kg/dia de OXA por 27 dias).

A hipertrofia cardiaca foi quantificada por meio da analise histol6gica com medida do
namero de midcitos e medida da area, perimetro, largura e comprimentos dos nucleos.
Foi demonstrado que somente o parametro largura dos nucleos nédo apresentou
alteracdo no grupo OXA, todavia 0s outros parametros estavam alterados e
demonstraram a evidéncia de hipertrofia cardiaca nestes animais. Ao quantificar o
colageno, foi verificado um aumento significativo na porcentagem de colageno no

grupo OXA em relacao ao grupo CON.

Adicionalmente, a hipertrofia cardiaca pode ser fisiolégica ou patoldgica, sendo que a
hipertrofia cardiaca patoldgica esta associada a deposicéo de colageno (Tanno et al.,
2011; Neves et al., 2013). Esses mesmos autores, ao utilizarem doses abusivas de
DECA associada ou ndo a exercicios fisico, demonstraram que 0s animais sempre

apresentavam deposicao de colageno, ou seja, hipertrofia patologica. Desta forma,
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inferimos que a hipertrofia cardiaca observada com o uso de OXA foi do tipo

patolégica, uma vez que, houve aumento da deposi¢ao de colageno, neste grupo.

Os EAA podem induzir a hipertrofia cardiaca por diversos mecanismos, um desses
mecanismos pode ser por estimularem receptores de andrégenos amplamente
expressos em cardiomiocitos, que podem induzir diretamente uma resposta
hipertréfica em decorréncia da acdo do androgénio no coracao (Marsh et al., 1998).
Este mecanismo, seria 0 mecanismo de acdo gendmica dos EAA, de acéo direta sobre
0 material genético e consequente alteracao da matriz estrutural. Essa acdo genémica

da OXA pode ter contribuido para o surgimento da hipertrofia cardiaca no grupo OXA.

Adicionalmente, considerando outros possiveis mecanismo pelos quais a OXA pode
promover hipertrofia cardiaca e principalmente a deposi¢do de colageno, podemos
inferir o papel do SRA. O tratamento com OXA promoveu aumento de
aproximadamente 50% na expressao proteica da ECA no tecido cardiaco dos animais,
podendo sugerir a participacdo da ANG Il na hipertrofia observada. A ANG Il possui
acOes cronotr@picas e inotrdpicas no coracgdo, regulando assim a funcéo cardiaca,
possui acdo direta nos fibroblastos cardiacos, resultando em hipertrofia dos miécitos
por meio do receptor ATl estabelecendo o remodelamento cardiaco (Tran,
Sgchrwartzbard e Weintraub, 2011). Os receptores AT2 podem contribuir para
hipertrofia, como foi demonstrado na literatura que a fibrose cardiaca e deposicéo de
colageno estao relacionados a ativacdo do receptor AT2 pela ANG Il (Ichihara et al.,
2001). Da mesma forma, Brilla et al (1994) previamente ja haviam demonstrado que
a inibicdo da atividade de colagenase induzida pela ANG Il € mediada por receptores
AT2, efeito que contribui para deposicdo de colageno. O papel da ANG Il na hipertrofia
cardiaca ocasionada pelos EAA, é confirmada por estudos utilizando inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECA). Esses estudos mostraram que os IECAS
reduzem ou previnem a hipertrofia do miocardio em ratos normotensos e hipertensos
tratados com EAA, além de prevenir o aumento da deposicdo de colageno,
demonstrando o importante papel do SRA na geracéo da hipertrofia patologica nestes
animais (Andrade et al., 2011; Melo Junior et al., 2018).

Embora ndo tenha sido possivel avaliar no nosso estudo a expressao de citocinas no
coracao, € bem determinado que o remodelamento cardiaco pode ser induzindo pela
producdo de citocinas com carater pro-inflamatorio (Yokoyama et al., 1997). Ha

evidéncias crescentes da ligacdo da producéo de citocinas pro-inflamatérias, como o
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TNF-a e a ativacdo de cascatas de sinalizacao inflamatéria mediadas pelos EAA (Du
Toit et al., 2005; Riezzo et al., 2011) e a ativacdo do SRA. O mecanismo mais provavel
para a producao de citocinas pro-inflamatérias no coracdo, envolve a participacdo de
uma proteina chamada MAP-Kinase p38 (p38 MAPK), visto que a producao do TNF-
a é dependente da translocagao do fator nuclear kappa beta (NF-kB), que ocorre em
virtude da ativacdo da via da p38 MAPK (Wang et al., 2005). A relacdo da ANG Il e
citocinas proé-inflamatérias pode ser demonstrada pelo estudo de Andrzejczak et al
(2007). Eles mostraram que ao administrar lipopolissacarideos a animais SHR, houve
aumento da producéo de TNF-a e IL6, por meio da ANG Il, que pode ser demonstrado,
ao tratarem os animais com antagonistas de receptores AT1 e IECA, houve reducédo

dessas citocinas.

Abaixo descrevemos como os EAA podem participar dessas vias de sinalizacéo para
0 aumento de citocinas pro-inflamatdrias. Neste sentido, estudo de Gomes et al
(2015), utilizando ratos Sprague-Dawley tratados com DECA, apresentaram super
expressdo de TNF-a e p38-MAPK, mostrando que os esteroides anabdlicos parecem
ativar essa via. Em estudo onde a hipertrofia cardiaca e a deposicdo de colageno
foram induzidas por alta dose de DECA em ratos wistar, um IECA preveniu essas
alteracdes, assim como o aumento da ECA e de TNF-alfa no coracéo (Frangini et al,
2013). Em contrapartida, em ratos SHR tratados com DECA, os efeitos deletérios de
aumento da PAS e da hipertrofia cardiaca foram reduzidos com Enalapril, entretanto,
o aumento de TNF-a evocado pelo esteroide anabolizante nao foi revertido pelo IECA
(Melo Junior et al., 2018), mostrando assim, que o TNF-alfa pode ser direta e
indiretamente modulado pelos EAA, e que outros mecanismos podem estar

envolvidos.

Outro mecanismo importante para gerar hipertrofia cardiaca, pode ser uma maior
resposta inotropica positiva pela elevagédo das concentracdes de AMPc, gerado pelo
aumento do influxo de Ca?" (Velasco et al., 2002; Schwartz et al., 2016).
Possivelmente o aumento da resposta inotropica se dé pelo aumento da fosforilagéo
no processo de estimulagdo B-adrenérgico pelas catecolaminas, mediada pela
cascata de AMPc, sendo considerada responsavel pelo aumento na velocidade de
contracdo do miocéardio (Miyakoda et al., 1987). Apds a ativacdo do receptor beta-

adrenérgico, a adenilil-ciclase aumenta a conversao de adenosina trifosfato (ATP) em
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AMPc, ativando a proteina quinase A (PKA). Entdo a PKA fosforila varios
componentes da via de acoplamento excitacdo-contracdo como, troponina |, canais
de Ca?* tipo L e fosfolambam promovendo um aumento no inotropismo. A fosforilagéo
do canal de Ca?* do tipo L aumenta a corrente de célcio, aumentando a liberacéo de
Ca?* induzida por Ca?* do RS (Parks; Howlett, 2013). A fosforilacdo da fosfolambam
por proteinas quinases dependente de AMPc ou dependente de calmodulina (CaMKI|)
impede a inibicdo da SERCA-2a, aumentando assim, a captacéo de Ca?*, resultando
em uma rapida extrusédo Ca?* citosélico. A fosforilacédo da troponina | também contribui
para o relaxamento ao promover a dissociacdo do Ca?* dos filamentos musculares
(Bers, 2002; Parks; Howlett, 2013).

Ao relacionarmos os mecanismos citados acima que poderiam estar envolvidos com
a hipertrofia cardiaca observada nos animais OXA, primeiro iremos discutir o
envolvimento das proteinas envolvidas com a mobilidade do célcio e a contratilidade

cardiaca e posteriormente a relacédo do tdnus simpatico com essa alteracao estrutural.

No nosso estudo, ndo observamos alteragcdo da contratilidade cardiaca o que
explicaria, pelo menos em parte, a hipertrofia observada. Mas encontramos altera¢des
nas proteinas de mobilidade do calcio no ventriculo esquerdo desses animais.
Analisando esses resultados, tivemos reducao de 50% da razdo entre a expressao p-
PLB/PLB total, que poderia levar a reducédo da contratilidade por maior inibicdo da
SERCA-2a, mas em contrapartida, observamos aumento da razdo SERCA-2a/PLB,
que favorece aumento da contratilidade, além de ter permanecido inalterado a
expressdo do NCX, o que pode ter mantido a contratilidade em niveis normais,

mantendo um equilibrio no calcio citosadlico .

Em estudos anteriores do nosso laboratério demonstramos que doses abusivas de
DECA levam a aumento da contratilidade cardiaca em fémeas wistar (Nascimento et
al., 2016) e em machos SHR (Melo Janior et al., 2018) provavelmente por aumentarem
a expressao da SERCA-2a e do p-PLB, favorecendo a aumento da contratilidade.
Possivelmente, se a administracdo de OXA fosse realizada com dose abusiva,
poderiamos ter observado aumento da contratilidade cardiaca nestes animais.
Entretanto, nem sempre o uso de EAA leva a aumento da contratilidade, uma vez que,
estudo de Rocha e colaboradores (2007) usando dose abusiva de DECA, ndo mostrou
alteracdo da contratilidade nos animais tratados comparado aos seus controles.

Apesar de ndo termos encontrado alteracdo na contratilidade cardiaca no presente
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estudo, € importante salientar que o remodelamento cardiaco desempenha um
importante papel na fisiopatologia da disfuncédo ventricular e que as alteracdes,
estruturais, bioquimicas e genéticas do processo resultardo em prejuizo progressivo
da funcionalidade do coracao (Zornoff et al., 2009), neste sentido, estudos que
avaliem o uso de EAA por longo periodos e em doses elevadas sédo importantes, uma
vez que em dose considerada baixa, ja observamos hipertrofia patolégica nos animais
do grupo OXA.

Neste estudo, o tratamento com OXA aumentou a PSVE quando comparado ao grupo
controle, desta forma sugerimos que essa alteracdo provém de alteracdo na pos-carga
em decorréncia do aumento da resisténcia vascular periférica que pode ter sido
promovida diretamente pela OXA. Estudo que utilizou EAA em doses altas
observaram prejuizo da reatividade vascular em ratas wistar (Caliman et al., 2017) e

em seres humanos (Lane et al., 2006).

De acordo com as andlises da modulagcédo autondmica do corag¢édo que poderia alterar
0 componente simpético cardiaco e contribuir para maior efeito inotrépico e
consequentemente a hipertrofia cardiaca, em nosso estudo a administragcdo de OXA
por um periodo de 4 semanas, na dose de 2mg/Kg/dia em ratos wistar ndo promoveu
alteracéo no controle autonémico cardiaco, portanto ndo apresentaram disautonomia.
O método utilizado no presente estudo para avaliar o tbnus autonémico, levou em
conta, o aumento da FC logo ap6s administracdo do bloqueador do receptor
muscarinico, atropina, definindo o ténus vagal presente sob condi¢cfes de repouso, e
a diminuicdo da FC apds a administracdo do bloqueador B1-cardiaco, atenolol,
definindo o tbnus simpatico cardiaco. Enquanto o duplo bloqueio possibilita a
determinacao da FC intrinseca. Em estudo utilizando stanozolol em 2 grupos de ratos
wistar tratados com 5mg/kg e 20mg/kg, respectivamente por 8 semanas, foi observado
que apesar de promover aumento na pressao sanguinea e alteracdo na atividade
barorreflexa, ndo houve alteracdo no ténus simpatico (Beutel, Bergamaschie e
Campos 2005). No entanto, em um estudo do nosso grupo, ratos wistar tratados com
DECA 10mg/kg por 4 semanas tiveram menor valor basal de FC do que ratos controle,
podendo indicar alteracéo do tonus autonémico (Andrade et al., 2008). Outros estudos
demonstraram que doses supra terapéuticas de EAA em ratos, promovem aumento
da estimulacéo simpatica e disautonomia cardiaca (Turillazzi et al., 2011; Nascimento;

Medei 2011). Esses autores observaram disautonomia cardiaca, com aumento da
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modulacao simpatica e reducédo da modulacéo parassimpatica cardiaca. As diferencas
entre esses estudos, provavelmente, se dao devido aos diferentes protocolos
aplicados, diferentes EAA e vias de administracdo, bem como tempo de tratamento,
espécie e idade dos animais. No nosso estudo, utilizamos dose baixa de OXA,
mimetizando a dose terapéutica em humanos, talvez seja o0 motivo de ndo termos

encontrado alteracdo do ténus autonémico.

A fisiopatologia de doencas relacionadas ao coracéo esta ligada, entre outros fatores,
ao estresse oxidativo, desse modo ERO como O2* e H202, podem ser formados pelo
citocromo P-450, xantina-oxidase, pelo transporte mitocondrial de elétrons, ou ainda
diretamente, pela superfamilia da NOX (Aguirre; Lambeth, 2010). Por outro lado, as
enzimas antioxidantes, tais como a SOD e Catalase desempenham um papel

fundamental na homeostase das ERO (Touyz et al., 2004).

Conceitualmente, o desequilibrio entre os compostos pré-oxidantes e as defesas
antioxidantes leva ao estresse oxidativo, mas esse conceito foi redefinido como a

disrupcao da sinalizacdo e controle redox (Jones, 2008).

Neste contexto, o equilibrio redox no tecido cardiaco foi analisado medindo a
expressao das enzimas antioxidantes SOD1 e Catalase e a oxidagdo de proteinas
(AOPP) e peroxidagéo lipidica (TBARS) no presente estudo. A OXA promoveu
aumento da expressdo da SOD1 e da peroxidacédo lipidica (TBARS), bem como a
reducdo da expressao da catalase, assim, essas altera¢des poderiam levar a maior
formacao de peroxido de hidrogénio favorecendo ao desequilibrio REDOX, entretanto
nao foi observado aumento na oxidacao de proteinas (AOPP), podendo indicar uma

fase de transicéo dos efeitos da OXA sobre esses sistemas.

Como é bem conhecido, a alta concentracdo de O2* produzida, pode inativar enzimas,
promover oxidacédo de proteinas, agindo principalmente na cisteina ou pode iniciar a
peroxidacédo de lipidios de membrana (Fukai; Ushio-Fukai, 2011). Provavelmente seja
este o motivo pelo qual ndo observamos diferenca significativa no teste da AOPP,
uma vez que, a enzima que dismuta o Oz, a SOD1, estava superexpressada,
possivelmente para se contrapor a inducédo de estresse oxidativo, ocasionado pelo
tratamento com OXA. De comum acordo, qudo maior os niveis de ERO, maiores séo
os danos oxidativos, bem como a geracgéo de outros radicais mais reativos. Ademais,

considerando que a producédo de ERO até determinado nivel desempenha fungdes
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fisioldgicas envolvendo a sinalizacédo redox, sintese de DNA e expressao de genes
relacionados ao crescimento e a regulacdo de acoplamento excitacdo-contracao do
miocardio (Gao; Liu; Marban, 1996; Finkel, 1999; Li; Shan, 2004), nota-se entdo, a
importancia do balanco redox e como seu descontrole pode afetar o SCV.

Em relacdo a administracdo de EAA e estresse oxidativo, alguns resultados mostram
gue a administracdo cronica de DECA é capaz de levar a desbalanco redox celular,
levando a um estado de estresse oxidativo, mas com diferencas tecido especificas.
Embora seja outro tecido diferente do coracéo, no estudo de Chainy, Samantaray e
Samanta (1997), o tratamento com 10mg de proprionato de testosterona induziu
estresse oxidativo nos testiculos dos ratos wistar adultos e atrofia. Em estudo anterior,
Grokett (1992) que tratou com OXA ratos infantes de 23 dias de nascidos com
10mg/kg/dia por 37 (até a fase adulta) observou na histologia testicular grave deplecéo
das células de Leydig indicando atrofia, embora ndo avaliado o estresse oxidativo, a
disrupcao do controle redox poderia contribuir para essas alteracdes, sem deixar de
afetar o eixo hipotdlamo-hipo6fise-gonadal, como os autores discutiram. A
administragao de 1mg/100g DECA/animal, uma vez por semana, durante 8 semanas
levou a reducédo da atividade da catalase no rim e no figado, sem alterar no coracao.
Enquanto a atividade da SOD é reduzida somente no figado. Por sua vez a producéo
de H202 e a expressédo genica da NADPH oxidase sdo aumentados somente no

coracgao. (Frankenfeld et al.2014).

Observamos com esses resultados, que os EAA podem promover desbalango redox
em varios 6rgdos e que embora ndo tenhamos medido diretamente a producédo de
H202 e a expressdo da NADPH oxidase, os dados mostrados no estudo anterior de
Frankenfeld et al (2014), corrobora a nossa hip6tese de possivel aumento de ERO
nos coracdes dos ratos tratados com OXA. Entretanto, o0 aumento na producéo de
ERO pode ainda néo ter excedido a produg¢éo do sistema antioxidante e, portanto, nao
levado a oxidacdo de proteinas, assim como a possibilidade de outras enzimas
antioxidantes estejam envolvidas na resposta a OXA e que ndo foram avaliadas, como

a glutationa peroxidase.

Apesar de especularmos maior producéo de H202 no coracao dos animais OXA, neste
estudo, esse aumento pode ainda ndo afetar a fungéo cardiaca, o que pode acontecer
quando o H202 estd aumentado. Os niveis apropriados da emissdo de H202, séo
essenciais na regulacdo redox celular e da funcdo mitocondrial (Jones, 2008). No
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entanto, emissbes excessivas de ERO, como H202, podem induzir disfun¢des
mitocondriais e celulares, que levam ao comprometimento do DNA (Martindale;
Holbrook, 2002), causando senescéncia em muitos tipos celulares (Ben-Porath;
Weinberg, 2005) e que eventualmente podem induzir disfuncéo cardiaca (No et al.,
2018).

Em nosso estudo, o protocolo utilizado ndo foi capaz de promover disautonomia e/ou
disfuncdo na contratilidade cardiaca, apesar da hipertrofia cardiaca observada.
Provavelmente um tratamento mais prolongado poderia induzir a tais alteracoes.
Outro ponto importante a ser considerado € que estudamos ratos infantes,
mimetizando a terapia com OXA em humanos e a maioria dos estudos sobre disfungéo
da contratilidade cardiaca e/ou autondmica e EAA foram conduzidos com doses
abusivas em ratos adultos (EI-Mas et al., 2001; Beutel; Bergamaschi; Campos, 2005;
Ward; Abdel-Rahman 2005; Ward; Abdel-Rahman, 2006; Pereira-Junior et al., 2006;
Bissoli et al., 2009; Fanton et al., 2009; ; Medei et al., 2010; Andrade et al., 2011;
Franquni et al., 2013; Neves et al., 2013; Olivares et al.,, 2014 Lima et al., 2015;
Nascimento et al., 2016; Seara et al., 2017; Melo Junior et al., 2018).
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CONCLUSAO

Apesar da OXA nao alterar a contratilidade cardiaca, foram observadas modificacdes
bioguimicas e estruturais importantes. Essas alteracdes parecem favorecer a
homeostasia cardiaca, talvez impedindo prejuizo funcional, como o aumento da SOD1
e da expressao de proteinas que favorecem a manutencéo da contratilidade cardiaca.
Em contrapartida, foram observadas alteracdes que em longo prazo poderéo afetar a
func@o cardiaca, como a deposicdo de coladgeno, demonstrando uma hipertrofia
patolégica.

Por meio de uma viséao translacional, podemos inferir que embora em seres humanos
0 uso de OXA seja descrito como seguro para o SCV, a avaliacdo desse sistema é
realizada, somente, por meio de parametros funcionais e ndo por avaliacdes
estruturais e bioquimicas como realizado neste estudo, chamando a atencdo para o
cuidado no seu uso, principalmente em pacientes que ja tenham alguma alteracdo da
funcdo cardiaca. Uma limitacdo nesta visdo translacional, considerando que as
alteracBes encontradas sdo subclinicas é a inviabilidade de executar protocolos tao

invasivos em humanos.
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