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RESUMO

RONCHI, S.N. Impacto nas fun¢des cardiaca e renal de animais jovens tratados
com oxandrolona. Tese (Doutorado) Universidade Federal Do Espirito Santo
(UFES), Programa De P6s-Graduacao Em Ciéncias Fisioldgicas. Vitoria, 2022.

A oxandrolona (OXA), um andlogo sintético da testosterona, e é utilizado na pratica
clinica devido a maior parte dos seus efeitos serem anabdlicos e pouco androgénicos,
por isso uso abusivo para fins estéticos se disseminou. Tendo em vista essa
problematica e a escassa literatura sobre os efeitos dessa droga frente a parametros
renais esse trabalho tem por objetivo analisar a influéncia do tratamento com OXA
sobre a funcgdo contratil cardiaca, tbnus autonémico e fungdo renal de ratos jovens.
Para isso animais com 4 semanas de idade foram separados em 3 grupos
experimentais (n=6 cada). Grupo Controle (CON): recebeu 0,1 mL de
Carboximetilcelulose (CMC, 0,5%), Grupo L-OXA (Oxandrolona 2,5 mg/kg/dia) e
grupo H-OXA (Oxandrolona 37,5 mg/kg/dia). A administracéo foi feita por via oral
(gavagem), diariamente por 4 semanas. Apds o periodo de tratamento os animais
foram anestesiados e para a avaliagdo da funcéo contrétil houve a cateterizagdo da
artéria cardtica direita, sendo esse cateter inserido até o ventriculo esquerdo para a
afericdo dos pardmetros de contratilidade. Para a avaliagdo do tdnus autondmico
houve a cateterizacdo de artérias e veias femorais de outros grupos de animais
tratados e o0 mesmo foi estimado através de bloqueadores farmacolégicos seletivos.
Para esses ensaios foram utilizados somente os grupos CON e H-OXA. Para a
avaliagdo da funcgéo renal os animais dos grupos CON, L-OXA e H-OXA onde ap6s o
tratamento tiveram a traqueia, artéria e veia femoral e bexiga cateterizadas para
facilitar a respiragdo, coleta de sangue, infusdo de inulina e paraaminohipurato e
coleta de urina, respectivamente. Através de coletas seriadas de sangue e urina foram
calculadas as taxas de filtragédo glomerular (TFG), o fluxo plasmatico renal (FPR), fluxo
sanguineo renal (FSR) e resisténcia vascular renal (RVR). Tecido cardiaco foram
reservados para estudo de expressdo das proteinas de mobilidade de Calcio e
estudos histoldgicos e tecido renal foi encaminhado para andlises histolégicas e de
AOPP e TBAR'’s. Nao houve diferenga nas analises do tonus autonémico, entretanto,
a PSVE foi aumentada no grupo H-OXA. O tratamento ndo foi capaz de promover
mudancas na +dP/dt max e -dP/dt min. O mesmo foi constatado quando analisado o
Tau. A analise por Western Blot revelou que a expressdo da proteina SERCA2a
aumentou no grupo o H-OXA, ndo havendo diferenca nas demais proteinas de
contratilidade analisadas. Houve aumento nas razdes p-PLB/PLB e SERCA2a/PLB
indicando atividade das proteinas envolvidas. Houve ainda um expressivo aumento
na expressao proteica da ECA. Para a funcéo renal o tratamento com OXA reduziu o
clearance de inulina representa a influéncia negativa do tratamento sobre a TFG. Sem
alterar os demais parametros analisados. A histologia revelou hipertrofia cardiaca e
extensa deposicédo de colageno tanto no tecido cardiaco quanto renal. Estima-se que
as alteracBes encontradas tem participacdo direta do sistema renina angiotensina
tecidual que induz a geragéo de estresse oxidativo, provocando alterag@es subclinicas
do ponto de vista cardiaco e um extenso prejuizo na fungdo renal em todas as doses
estudadas.

Palavras chave: Oxandrolona, contratilidade, funcdo renal, colageno, estresse
oxidativo



ABSTRACT

RONCHI, S.N. Impact on cardiac and renal function of young animals treated with
oxandrolone.Tese (Doutorado) Universidade Federal Do Espirito Santo (UFES),
Programa De P6s-Graduacdo Em Ciéncias Fisioldgicas. Vitoria, 2022.

Oxandrolone (OXA), a synthetic analogue of testosterone, is used in clinical practice
because most of its effects are anabolic and low androgenic, so its abuse for aesthetic
purposes has spread. In view of this problem and the scarce literature on the effects
of this drug on renal parameters, this study aims to analyze the influence of OXA
treatment on cardiac contractile function, autonomic tone and renal function in young
rats. For this, 4-week-old animals were separated into 3 experimental groups (n=6
each). Control Group (CON): received 0.1 mL of Carboxymethylcellulose (CMC, 0.5%),
L-OXA Group (Oxandrolone 2.5 mg/kg/day) and H-OXA Group (Oxandrolone 37.5
mg/kg /day). The administration was made orally (gavage), daily for 4 weeks. After the
treatment period, the animals were anesthetized and, for the evaluation of contractile
function, the right carotid artery was catheterized, and this catheter was inserted up to
the left ventricle for the measurement of contractility parameters. For the evaluation of
the autonomic tone, there was the catheterization of femoral arteries and veins of other
groups of treated animals and the same was estimated through selective
pharmacological blockers. For these assays, only the CON and H-OXA groups were
used. For the evaluation of renal function, the animals in the CON, L-OXA and H-OXA
groups, where after treatment, the trachea, femoral artery and vein and bladder were
catheterized to facilitate breathing, blood collection, inulin and paraaminohippurate
infusion and collection of urine, respectively. Through serial blood and urine
collections, glomerular filtration rates (GFR), renal plasma flow (RPF), renal blood flow
(RBF) and renal vascular resistance (RVR) were calculated. Cardiac tissue was
reserved for study of expression of calcium mobility proteins and histological studies
and kidney tissue was referred for histological analysis and AOPP and TBAR's. There
was no difference in the autonomic tone analyses, however, the LVPS was increased
in the H-OXA group. The treatment was not able to promote changes in +dP/dt max
and -dP/dt min. The same was found when analyzing the Tau. Western blot analysis
revealed that the expression of the SERCA2a protein increased in the H-OXA group,
with no difference in the other contractility proteins analyzed. There was an increase
in the p-PLB/PLB and SERCA2a/PLB ratios indicating activity of the proteins involved.
There was also a significant increase in ACE protein expression. For renal function,
treatment with OXA reduced inulin clearance represents the negative influence of
treatment on GFR. Without changing the other parameters analyzed. Histology
revealed cardiac hypertrophy and extensive collagen deposition in both cardiac and
renal tissue. It is estimated that the alterations found have a direct role in the tissue
renin-angiotensin system that induces the generation of oxidative stress, causing sub-
clinical alterations from the cardiac point of view and extensive damage to renal
function at all doses studied.

Keywords: Oxandrolone, contractility, renal function, collagen, oxidative stress
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1. INTRODUCAO

Desde o século XIX pesquisas tem se direcionado ao estudo dos andrégenos e as
mesmas foram impulsionadas quando o pesquisador francés Charles-Edouard Brown-
Séquard (1817-1894) fez uma autoadministracédo de extrato de testiculo de porco, o
qual relatou melhoria de desempenho em atividades cotidianas, porém com efeitos
transitérios (BROWN- SEQUARD, 1869). Adicionalmente, estudos promovidos ja no
inicio do século XX mostraram que a administragdo de uma substancia isolada a partir
de testiculos de bovinos era capaz de retornar com o0s caracteres secundarios
masculinos de galos, porcos e ratos previamente castrados (GALLAGHER; KOCH,
1929).

Somente em 1935 que a substéncia responséavel pelos efeitos acima descritos foi
isolada, recebendo o nome de testosterona (DAVID et al.,, 1935). Mais tarde, no
mesmo ano, a sintese desse horménio foi descrita por Butenandt e Hanisch e Ruzicka
e Wettstein aos quais foram atribuidos prémio Nobel de quimica (BUTENANDT;
HANISCH, 1935; RUZICKA; WETTSTEIN, 1935). Entretanto ha relatos que Butenandt
e Hanisch tiveram de declinar da honra do prémio Nobel em virtude de presséo do
governo Nazista (FREEMAN; BLOOM; MCGUIRE, 2001)

Diversos estudos foram realizados em relagdo a producao endégena desse hormdnio
e os mesmos foram evoluindo até que se estabeleceu que sua sintese, é
principalmente, realizada pelas células de Leydig e sua regulagéo feita pelo horménio
luteinizante e hormonio foliculo-estimulante. Além disso, a quantidade de testosterona
produzida pelas células Leydig esta sob o controle do LH, que por sua vez regula a
enzima 17(3-hidroxiesteroide desidrogenase que reduz o grupamento ceténico em C17
a hidroxila, convertendo a androstenediona a testosterona conforme podemos verificar
na Figura 1 que mostra com maiores detalhes as principais vias de sintese de
horménios esterdides humanos (MILLER, 1988; ZOUBOULIS; DEGITZ, 2004).
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Figura 1: Principais vias de sintese de hormonios esteréides humanos. As identidades quimicas das

enzimas sdo mostradas por cada reacdo, e os nomes tradicionais das atividades enziméticas
correspondem aos nimeros circulados. Reagéo 1: O citocromo P450scc mitocondrial medeia 20a-
hidroxilagdo, 22-hidroxilagdo e cisdo da ligagdo de carbono C20-22, um conjunto de reagdes
tradicionalmente denominadas "20,22 desmolase”. Reagéo 2: Uma enzima (ou enzimas) ndo-P450
ligada ao reticulo endoplasmético medeia as atividades de 3/3-hidroxiester6ide desidrogenase e
isomerase (Isom). Reacdo 3: P450c21 no reticulo endoplasmatico medeia a 21-hidroxilagédo.
Reacbes 4, 7 e 8: A P450cll mitocondrial exerce trés atividades claramente distinguiveis:
lI/Miidroxilagéo (4), 18-hidroxilagéo (7) e atividade de 18-metil oxidase (8). Reagdes 5 e 6: P450cl7
no reticulo endoplasmaético medeia as atividades de 17a-hidroxilase (5) e 17,20-liase (6). As rea¢des
9 e 10 sdo encontradas principalmente nos testiculos e ovarios: 17-cetoster6ide redutase, uma
enzima ndo-P450 do reticulo endoplasmatico, produz testosterona (9), que pode entdo ser convertida
em estradiol pela P450aro (10), outra enzima P450 do reticulo endoplasmatico mediando a
aromatizagdo do anel A do nucleo esteréide.(MILLER, 1988)

16

A quantidade de testosterona sintetizada é regulada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-
testicular. Quando os niveis de testosterona sao baixos, o hormonio liberador de
gonadotropina € liberado pelo hipotdlamo, o que, por sua vez, estimula a glandula
pituitaria para liberar FSH e LH. Estes dois Ultimos hormonios estimulam o testiculo a
sintetizar e liberar testosterona. Com a elevagdo dos niveis séricos de testosterona, a
mesma atua no hipotalamo em feedback negativo inibindo a gonadotropina e por
consequéncia o LH e FSH (MILLER, 1988; SWERDLOFF; WANG; BHASIN, 1992).

Os efeitos da testosterona em seres humanos e outros vertebrados ocorrem por meio

de mecanismos multiplos: por ativagéo do receptor androgénico citoplasmatico ou de
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membrana (BENNETT et al., 2010; MCPHAUL; YOUNG, 2001), uma vez que, a
testosterona livre é transportada para o citoplasma das células do tecido alvo, onde
pode se ligar ao receptor androgénico, ou pode ser reduzida a 5 a -dihidrotestosterona
pela enzima citoplasmatica 5a-redutase. A 5 a -dihidrotestosterona liga-se ao mesmo
receptor androgénico com maior afinidade do que a testosterona, de modo que sua
poténcia androgénica é cerca de 5 vezes maior quando comparada com a
testosterona. O receptor androgénico sofre uma mudanca estrutural que permite que
ele se mova para o ndcleo da célula e se ligue diretamente a sequéncias de
nucleotideos especificas do DNA cromossdmico. As areas de ligacdo sdo chamadas
de elementos de resposta hormonal e influenciam a atividade de transcricéo de certos
genes, produzindo os efeitos androgénicos (BREINER; ROMALO; SCHWEIKERT,

1986).

Desenvolveu-se, entdo, os Esteroides Anabdlicos Androgénicos (EAA), que
constituem numerosos compostos derivados da testosterona, que foram modificados
para melhorar o anabolismo, geralmente sdo usados para aumentar a sintese de
proteinas, o crescimento muscular e a eritropoiese (NETO et al., 2015). Alguns
representantes dessa classe sdo de uso exclusivo parenteral, outros orais e,
independentemente dos efeitos androgénicos no organismo, a terapia farmacolégica
com os EAA’s nado esta restrita ao uso do andrégeno natural, nem esta limitada a

doses de reposigéo fisiolégica ou seu equivalente (HANDELSMAN, 2020).

Ap6s a descoberta dos efeitos androgénicos e da identificacdo quimica da
testosterona, outras substancias foram desenvolvidas para serem utilizadas,
principalmente para manter os efeitos anabdlicos desse horménio (ORR; SINGH,
2004) e através de modificagBes estruturais na molécula da testosterona, varias
substancias foram desenvolvidas gerando novas classes de EAA que possuem
propriedades especificas, sendo eles os esteroides 17(-alquilados (utilizados
geralmente por via parenteral, com tempo de acao variavel, dependendo do grupo
substituinte), 17B-esterificados (maior tempo de acdo, pela substituicdo com &cido
graxo), 17a-substituidos (podem ser administrados oralmente) e esteroides com
modificacBes nos anéis A, B e C que fornecem a esses novos farmacos diversas
acOes farmacoldgicas, dentre eles maior afinidade pelos RA e resisténcia a

aromatizac&o conforme demostrado pela figura 2 (TURILLAZZ] et al., 2011).
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Neste sentido, o abuso de andrégenos se intensificou, por meio da qual os paises
comunistas do Leste Europeu podiam desenvolver programas nacionais para obter
vitérias de propaganda de curto prazo sobre o Ocidente nos esportes olimpicos e
internacionais (FRANKE; BERENDONK, 1997)(FRANKE; BERENDONK, 1997). Essa
forma de trapaca foi prontamente adotada por atletas individuais que buscavam
recompensas pessoais de fama e fortuna em esportes competitivos de elite e, apesar
de anos de testes e programas antidoping agressivos, os escandalos de abuso de
EAA’s envolvendo atletas de alto nivel continuam a ser noticia de primeira pagina em
todo o mundo (BARON; MARTIN; ABOL MAGD, 2007).

17-OH group:

a. inereases androgenic activity

b. Oxidation decreases androgenic activity
«¢. Esterification increases anabolic activity

androgenic a“““-"\,. 17 alfa-alkylation
3 vlati b. increases anabolic activity ¢ alla-alkylaton
1 & 2 alkylatlon ) OH increases anabolic

activity

12|
17,
11/ ~3— \\__/
Junction of A- rlng c
m(h a pyrazole ring 1 | ‘ D 16
]

]
1 1 A /
increase arlahn]u: activity 2 \l/ 8 ~ig
\ Introduction of | A | B

7 alfa-alkylation

increases anabolic activity 18

an oxygen atom 3 5
% O / ~ / "‘-.__/ increases anabolic activity
3-keto group: 7 alfa-methylation of
increases androgenic activity 19-nor-17 alfa-hydroxy-4-androstenes

increases androgenic activity
C4,5-double bond:
reduction with formation of § alfa-isomer
increases androgenic activity

Figura 2: Alteragdes estruturais passiveis da molécula original de testosterona que influenciam a

expressdo das atividades androgénicas e anabdlicas das diversas moléculas geradas.

1.1. OXANDROLONA

A oxandrolona (OXA; 17B-Hydroxy-17-methyl-2-oxa-5-androstan-3-ona) foi o EAA

escolhido para nosso estudol Ela é um esteroide 17p-alquilado, possui potente
atividade anabdlica e baixa atividade androgénica, sendo a razéo entre a atividade
anabdlica/androgénica considerado 6timo, por isso sua indicagdo no tratamento de
doencas que conferem perda no desenvolvimento muscular, como a AIDS, caquexia

ou traumas extensos (DEMLING; ORGILL, 2000; ORR; SINGH, 2004).

A alquilag&o no carbono C17 confere a OXA a capacidade de absorcao oral, e reducao

dos efeitos deletérios no figado pela alta metabolizagdo na primeira passagem. Além

{Comentado [1]:
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disso, a OXA possui como caracteristicas farmacodindmicas, a alta ligacdo as
proteinas plasmaticas (95%) e a baixa taxa de biotransformagdo hepética, cerca de
28% da droga é excretada na forma inalterada na urina, sendo seu principal metabolito
a 17-epioxandrolona (AKYUREK; DUNN, 2006).

Nos Estados Unidos, a OXA é o Unico EAA liberado para tratamento de perda de
massa grave, seja por doengas severas como AIDS, perda de peso apds cirurgia,
desordens neuromusculares, angioedema hereditario, hepatite alcodlica, entre outras
e apesar de suas indicagfes terapéuticas, o principal motivo para a suspensédo do
OXA é o aparecimento de efeitos adversos (SAS et al., 2014). A dose recomendada
para humanos é de 0,03mg/kg/dia podendo alcancar 0,06mg/kg/dia, sendo o periodo
méaximo de tratamento variante. Em revisao realizada por Sas e colaboradores (2014),
a principal razdo para a descontinuagdo do tratamento é o aparecimento de efeitos
adversos, sendo o principal descrito a virilizag&o e hisurtismo em mulheres, entretanto,
ndo ha a descricao de eventos adversos cardiovasculares importantes (MENKE et al.,
2010).

Adicionalmente, ha indicagbes do uso de OXA em meninos com baixa estatura
idiopética, devido ao baixo efeito androgénico reportado para este EAA. Nesses casos
aindicacdo é o tratamento para criangas com mais de 9 anos por um periodo maximo
de 1 ano, sendo a dose indicada de 2,5 — 5 mg/dia (RANKE, 2013).

No entanto, devido aos seus efeitos anabdlicos, o uso indevido de OXA para fins
estéticos é generalizado (ANGOORANI; HALABCHI, 2015; HARTGENS; KUIPERS,
2014; PIACENTINO et al.,, 2015), tanto por adultos como por adolescentes
(HALLGREN et al., 2015; LUMIA; MCGINNIS, 2010). Geralmente, OXA causa um
grande numero de efeitos adversos, como espessamento da voz, clitoromegalia,
crescimento de pelos faciais, alopecia, acne, aumento da libido, altera¢des do ciclo
estral em meninas com ST. Em geral, o abuso de EAA pode promover prejuizo no
sistema cardiovascular, conforme mostrado em estudos anteriores do nosso grupo
(ANDRADE, Tadeu U et al., 2008; BISSOLI et al., 2009; FRANQUINI et al., 2012;
MELO JUNIOR et al., 2018; NASCIMENTO, Andrews Marques do et al., 2016) e
outros (DAS NEVES et al., 2013; FANTON et al., 2009; MEDEI et al., 2010; SEARA
et al,, 2017; THIBLIN et al., 2015; TORRISI et al., 2020). Em relacdo a OXA, os

estudos avaliando os efeitos cardiovasculares e renais em doses terapéuticas e de
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abuso sdo escassos e/ou inexistentes e foram objeto do presente estudo e desta

forma faremos uma breve reviséo sobre o controle cardiovascular a seguir.

1.2.CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL E PARAMETROS DE
CONTRATILIDADE

Por definicdo, a presséo arterial (PA) pode ser descrita como a forga exercida pelo
sangue por unidade de superficie da parede vascular, como um produto resultante da
interacdo do débito cardiaco com a resisténcia vascular periférica sistémica, podendo
ser considerada como a for¢ca motriz necessaria para que se mantenha a perfusdo
sistémica adequada. A presséo arterial sistélica (PAS) representa a pressdo maxima
no interior das artérias, estando associada a sistole ventricular cardiaca, enquanto a
pressao arterial diastélica (PAD) representa a menor pressao nas artérias ocasionada
pela diastole ventricular cardiaca no momento em que o sangue esta preenchendo as
cavidades ventriculares. O fluxo de sangue através da circulacéo sistémica depende,
parcialmente, da diferenga de pressao entre a aorta e o atrio direito (CHOBANIAN et
al., 2003).

A manutencao da presséo arterial dentro de uma faixa de normalidade é consequéncia
de variagdes no débito cardiaco, na resisténcia vascular periférica, ou de ambos.
Diferentes mecanismos de controle participam ndo s6 na manutengdo como na
variagdo momento a momento dos niveis pressoéricos. O entendimento dos
mecanismos de regulacdo da presséo arterial tem apontado para uma variedade de
substancias e sistemas fisiolégicos que interagem de modo a garantir niveis
pressoricos adequados frente as variagbes em diversas situagfes (IRIGOYEN;
CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001; KRIEGER, 1970).

A regulacdo efetiva da pressédo arterial € o resultado da atividade de sistemas de
retroalimentagdo que operam a curto e a longo prazo (DAMPNEY, 1994; SHEPHERD;
MANCIA, 1986)(DAMPNEY, 1994; SHEPHERD; MANCIA, 1986). A curto prazo esse
controle é desempenhado pelos reflexos que sdo originados nos barorreceptores
arteriais e nos receptores de estiramento da regido cardiopulmonar que tem por papel
manter a pressdo arterial dentro de limites normais em periodos de segundos,
utilizando um sistema de retro-alimentacao realizado pelo sistema nervoso autbnomo
(SHEPHERD; MANCIA, 1986). Em humanos, essas terminagfes sensoriais da
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maioria das fibras barorreceptoras estao localizadas no arco aértico, seio carotideo e
artéria subclavia direita. Esses terminais sensoriais ndo sdo estimulados pela pressao
por si, sdo mecanorreceptores que respondem as alteracdes de estiramento da
parede arterial causadas pelas alteragBes de pressédo dentro do vaso (DAMPNEY,
1994; KRIEGER, 1970; ROMANOSKY et al., 1986; SHEPHERD; MANCIA, 1986).

O controle neural € determinado em grande parte pela modulacdo do tono simpéatico
dirigido ao coragdo e arteriolas. De forma geral pode-se relacionar o controle neural
como mais eficiente nos ajustes rapidos da pressdo arterial, ou seja, momento a
momento, como por exemplo nas mudancgas posturais, no esforgo fisico e no ciclo
vigilia-sono. A longo prazo, tanto o controle neural como hormonal estéo diretamente
envolvidos (AIRES, 2012).

Além das rapidas respostas neurais (segundos), o organismo também possui o
controle humoral da circulacdo que é feito pela liberagdo de varios hormodnios
(paracrinos ou autdcrinos) ou agentes quimicos de acao local que participam na
manutencgdo dos valores basais da PA, interferindo principalmente na modulacédo do
tono arteriolar. Quando ha uma queda sustentada da PA, por exemplo, ir4 ocorrer
maior liberacdo de epinefrina e norepinefrina pela medula adrenal, maior liberagcéo de
vasopressina pela neuro-hipéfise e aumento dos niveis plasmaticos de renina. Este
ultimo horménio integra o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), que é um
dos sistemas mais amplamente estudado pela sua grande significAncia. O qual esta
mais intimamente relacionado no controle natriurético, e consequentemente, do
volume extracelular, embora também module a resisténcia vascular e fungéo cardiaca
(IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001).

Apesar da eficiéncia dos mecanismos neurais e humorais para ajustes apropriados
para regularem os parametros pressoricos em distirbios da homeostase circulatoria,
como na hipertensdo, esses fatores de controle, uma vez suprimidos ou
hiperexcitaveis, podem contribuir para a génese e manutencédo do aumento dos niveis

pressoricos.

Todos esses mecanismos estdo atrelados ainda a atividade da fung¢éo do coracgao
como bomba que possui com fungao basica garantir a perfusdo sanguinea dos tecidos
periféricos e o aporte sanguineo para os alvéolos de modo a permitir a troca gasosa.

O funcionamento do ventriculo esquerdo inclui diversas etapas e eventos, ja bem
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descritos na literatura, que resumidamente podem ser divididos em duas fases
magnas do ciclo cardiaco, como as fases de contracdo e relaxamento, chamados de
sistole e diastole cardiaca, respectivamente. A sistole refere-se ao processo de
contratilidade, que na pratica demonstra o desempenho cardiaco frente a uma
determinada pré-carga e pés-carga podendo ser quantificado pelas variaveis: pressao
desenvolvida no ventriculo e o tempo decorrido para que se eleve a pressao
intraventricular ao maximo. Essas duas variaveis séo relacionadas na férmula dP/dt,
por meio da qual se obtém a variagdo de pressdo em um determinado tempo, durante
0 aumento da presséo. Dessa forma o valor de pico maximo (dP/dtmax+) consiste em
um indice de forca do ventriculo e é considerado uma medida de contratilidade (DE
MEY et al., 2001; MELO JUNIOR et al., 2018). No entanto, segundo Hamlin e Del Rio
(2012) a dP/dtmax é determinado por trés fatores: (1) contratilidade miocardica (ou
seja, a velocidade de ciclagem de cabegas pesadas de miosina), (2) volume diastdlico
final (intensidade da ligacdo de Ca?* a troponina-C e o nimero de ciclos de pontes
cruzadas) e (3) pressédo diastolica arterial sistémica (o impedimento a abertura da

valvula adrtica).

Assim, ndo se pode dizer que a contratilidade miocardica serd sempre alterada de
forma diretamente proporcional a variagdo da dP/dtmax, isto é, os Unicos momentos
em que dP/dtmax reflete a contratilidade do miocardio sdo quando os outros
determinantes ndo séo alterados ou as alteragfes em outros determinantes sdo
iguais, mas opostas. No entanto é relativamente comum, principalmente em estudos
farmacoldgicos, correlacionar o termo dP/dtméx a contratilidade (HAMLIN; DEL RIO,
2012).

A diastole, por sua vez esta relacionada a capacidade de relaxamento do ventriculo.
De acordo com (DE MEY et al.,, 2001) a quantificagdo da taxa de relaxamento do
ventriculo esquerdo em condigdes normais e patoldgicas é importante na avaliagao
da fungdo de bomba do miocéardio. Tem-se demonstrado também que o relaxamento
miocérdico prejudicado € um forte indicio do inicio da insuficiéncia cardiaca (LEITE-
MOREIRA; GILLEBERT, 1994; LORELL, 1991). Determinou-se também que a
disfuncéo diastolica tem por caracteristica o relaxamento isovolumétrico do ventriculo
esquerdo de forma insuficiente, confirmada pelo aumento da constante TAU (tempo
de relaxamento isovolumétrico), pela diminui¢cdo do indice dP/dt de queda da pressao
do ventriculo esquerdo (dP/dtmax-) e por um aumento anormal da pressao diastolica
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final do ventriculo esquerdo (VERMA e SOLOMON, 2009). Dessa forma, a avaliagédo
da atividade ventricular esquerda pode ser realizada a partir do calculo destes fatores
(HAMLIN; DEL RIO, 2012; MELO JUNIOR et al., 2018)

E notério que o uso de EAA pode influenciar nesses parametros negativamente
(MELO JUNIOR et al., 2018; NASCIMENTO, Andrews Marques do et al., 2016). Esses
mesmos autores, descrevem que além da alteracéo nos pardmetros de contratilidade
existe um extenso remodelamento do tecido cardiaco quando no uso de doses
suprafisiolégicas do EAA decanoato de nandrolona (DN). Somando a esse fato,
estudos mostram que os EAA parecem exercer efeitos diretos sobre coragéo, por meio
da acdo em receptores nucleares promovendo aumento do RNAm e sintese de
proteinas no miocardio (KINDERMANN, 2006; MELCHERT; WELDER, 1995).

1.3.FUNCAO RENAL

Os rins desempenham um papel vital na excrecdo de produtos residuais e toxinas
como uréia, creatinina e acido Urico, regulagdo do volume do liquido extracelular,
osmolalidade sérica e concentragfes de eletrélitos, bem como a producdo de
horménios como eritropoietina e 1,25 diidroxivitamina D e renina. A unidade funcional
do rim é o néfron, que consiste no glomérulo, tubulos proximais e distais e ducto
coletor. A avaliagdo da fungdo renal € importante no manejo de pacientes com doenca
renal ou doencas que afetam a fung&o renal. Embora as principais causas de doenga
renal cronica sejam a diabetes e a a hipertenséo, outras causas séo identificadas
bloqueio do trato urinario (obstrugéo), certas anomalias renais (como a doencga renal
policistica e glomerulonefrite) e as doengas autoimunes (como lUpus eritematoso
sistémico), em que os anticorpos danificam vasos sanguineos e os canais dos tibulos.
Menos identificados sdo os estudos sobre a acdo dos EAA no rim. Encontramos
estudos que mostram néo alterac¢éo funcional do rim com uso de DN (BRASIL et al.,
2015), enquanto testosterona aplicada no pré-natal de ratos aumentou a proteindria
(BABICKOVA et al., 2015)(BABICKOVA et al., 2015) . Ainda, DN pode aumentar o
estresse oxidativo e redugdo de enzima antioxidante no rim (FRANKENFELD et al.,
2014). (RIEZZO et al., 2014) evidenciaram que a dose empregada de DN influencia
diretamente nas lesdes renais observadas, associada a processo inflamatério e

apoptose.
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Neste sentido, no presente estudo, realizamos a avaliagdo da fungéo renal e da
cardiaca em ratos tratados com OXA, uma vez que, a literatura demonstra a relagao
entre as alteragBes cardiacas e renais, podendo existir mecanismos fisiopatol6gicos
comuns(BRASIL et al., 2015; NASCIMENTO, Andrews Marques do et al., 2016).
Fazendo um paralelo ao que acontece em seres humanos, a doenca renal crénica
(DRC) e a insuficiéncia cardiaca (IC) coexistem frequentemente e ambas estédo
associadas a alta morbidade e mortalidade(AHMED; CAMPBELL, 2008; SEGALL;
NISTOR; COVIC, 2014). Estudos mostraram que existe uma associagao inversa entre
a funcdo renal e o risco cardiovascular (MAFHAM et al., 2011; MATSUSHITA et al.,
2010). A relacdo de alteracdes fisiopatolégica entre o coracdo e o0s rins envolve
diferentes vias. A DRC pode alterar a homeostase de maneira que pode diretamente
prejudicar o sistema cardiovascular, em situacao de hipertensao arterial ou disfungao
vascular; assim como os rins e a circulagdo podem estar sujeitos a fatores de risco
“indiretos” (por exemplo, diabetes mellitus e tabagismo). Além disso, se o paciente
apresenta insuficiéncia cardiaca, pode piorar a DRC ao diminuir a perfusdo renal,
causando a ativagao do sistema nervoso simpatico e do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, que por sua vez pode causar inflamagéo e estresse oxidativo (FORTUNO
et al, 2005; LOCATELLI et al, 2003; ROUMELIOTIS; ELEFTHERIADIS;
LIAKOPOULOS, 2019; TUCKER; SCANLAN; DALBO, 2015; ZALBA; FORTUNO;
DIEZ, 2006)

A doenca cardiaca estrutural € uma das principais causas de doenca cardiovascular
em pacientes com DRC e sua prevaléncia aumenta com o declinio da fungdo renal
(BAGSHAW et al., 2010; SEGALL; NISTOR; COVIC, 2014). Portanto, ao observarmos
a interligacdo de fatores comuns a altera¢cdes no rim e no coracdo, estudos que
avaliem tanto o coragdo, quanto os rins sdo se suma importancia. Além de estudarmos
a funcdo de ambos os érgdos, outros parametros de interesse foram avaliados no
nosso estudo, como o estresse oxidativo do tecido cardiaco e renal, e componente do
SRA no coragdo, uma vez que, a exposicdo de EAA em doses de abuso em animais
pode promover mudancas no equilibrio redox e induzir estresse oxidativo(LIMA et al.,

2015) e da enzima conversora de angiotensina (FRANQUINI et al., 2012).



25

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO e SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

Nas vérias condicGes patolégicas, o estresse oxidativo desempenha papel
fundamental, incluindo hipertenséo, diabetes e doenca renal crénica, com altos niveis
de estresse oxidativo em 6rgaos-alvo, como coragdo, pancreas, rim e pulmao. Sabe-
se gque o estresse oxidativo ativa a sinalizacdo intracelular multipla, que induz a
apoptose ou supercrescimento celular, levando a disfuncdo organica. Como tal,
acredita-se que o controle do estresse oxidativo seja eficaz na prote¢éo contra danos
nos 6rgdos, e a medicdo do status do estresse oxidativo pode servir como um
biomarcador em diversos estados de doenga (CHANNON; GUZIK, 2002; OGURA;
SHIMOSAWA, 2014).

As espécies reativas de oxigénio (ERO’s) sdo derivados reativos onipresentes do
metabolismo do Oz encontrados no meio ambiente e em todos os sistemas bioldgicos.
Essas podem ser produzidas nas mitocdndrias, como um subproduto da producéo de
ATP usando cadeia de transporte de elétrons ou ainda pelas enzimas na matriz celular
ou membrana as quais incluem a xantina oxidase, ciclooxigenase, lipoxigenase,
NADH/NADPH oxidase(OGURA; SHIMOSAWA, 2014). Alguns subprodutos celulares
gerados por essas enzimas, quando em maior concentra¢do, podem ser considerados
nocivos, por possuirem potencial para danificar lipidios, proteinas e DNA (TOUYZ, R.
M.; SCHIFFRIN, 2004).

No entanto, as ERO's ndo sé@o apenas consequéncias toxicas do metabolismo celular,
mas também participantes essenciais na sinalizacdo e regulacdo celular, levando a
mudancas na transcricdo génica e na sintese de proteinas e, consequentemente, na
fungéo celular. Sendo as EROS mais importantes citadas como o 6xido nitrico (NO.),
superoxido (Oz’), perdxido de hidrogénio (H202) e peroxinitrito (ONOO') as quais sdo
atribuidas, como j& dito, a papéis fisiol6gicos, atuando como segundos mensageiros
gue regulam vérias cascatas de transducao de sinal (CHENG et al., 2003; TOUYZ,
Rhian M.; BRIONES, 2011). Essas moléculas, em detrimento do seu poder lesivo, sdo
fortemente regulados por enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa (GPX) e outras moléculas como vitaminas que possuem
papel antioxidantes (CHANNON; GUZIK, 2002; STRALIN et al., 1995).

O estresse oxidativo, entdo, € um distdrbio metabdlico caracterizado pelo aumento da

producdo das ERQO's ou a redugdo no sistema enzimatico antioxidante (LIMA et al.,
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2020) e esse aumento esta potencialmente associado a um defeito na fungéo contratil
cardiaca em um cenario patolégico (GRIENDLING; FITZGERALD, 2003; OGURA;
SHIMOSAWA, 2014; TOUYZ, R. M.; SCHIFFRIN, 2004).

O SRAA é um dos sistemas que conecta o rim e a circulagdo sanguinea,
demonstrando assim a importancia do rim no controle da pressdo sanguinea
(CROWLEY; COFFMAN, 2012)(CROWLEY; COFFMAN, 2012) e estudos mostram
que o estresse oxidativo pode ser estimulado por esse sistema (CARLSTROM et al.,
2010; LAl et al., 2012; MACCARTHY et al., 2001). Um dos principais peptideos
efetores do SRA, a angiotensina Il (ANGII), interagindo com o receptor do tipo AT1
estimula a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase ligada
a membrana, estimulando a producdo de EROs em tecido cardiaco e esta sendo
associado a influencias negativas da funcao contratil cardiaca (MACCARTHY et al.,
2001). Assim, a ANGII quando aumentada sua acéo, eleva a producgdo do radical
superdxido, ao qual esta associado ao remodelamento vascular e cardiaco e ao
aumento da resisténcia pré-glomerular, ambos implicados na patogénese da doenca
renal e cardiovascular (CARLSTROM et al., 2010; LAl et al., 2012).

O aumento do estresse oxidativo no rim pode ser relacionado a perda da fungéo renal
e a modalidade de terapia renal substitutiva (hemodialise ou dialise peritoneal) em
pacientes com DRC terminal. Assim, tanto a maior producdo de ROS quanto a
diminuicdo da depuracdo de substancias pré-oxidantes no contexto da disfuncao
renal, juntamente com o comprometimento da defesa antioxidante, sdo responsaveis
pelo meio pré-oxidante que caracteriza a DRC (LOCATELLI et al., 2003;
ROUMELIOTIS; ELEFTHERIADIS; LIAKOPOULQOS, 2019). O estresse oxidativo pode
estar presente mesmo nos estagios iniciais da DRC com aumento da producgédo de
radicais livres (FORTUNO et al., 2005; ZALBA; FORTUNO; DIEZ, 2006) e aumenta
com a progresséo da doenca (SMALL et al., 2012).

Como supracitado, os estudos avaliando os efeitos cardiovasculares e renais da OXA
em doses terapéuticas e de abuso sdo escassos e/ou inexistentes e baseado nos
dados anteriores do nosso grupo e de outros pesquisadores, levantamos a hip6tese
de que esse EAA leva a alteragdes funcionais, estruturais e moleculares no coragao

e rim de ratos.
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2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da Oxandrolona sobre os parametros cardiovasculares e renais de
ratos.

2.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do tratamento com Oxandrolona no(a):

Presséo sistélica e Frequéncia cardiaca no final do tratamento;

Contratilidade cardiaca: presséo intraventricular esquerda (PSVE), TAU e Derivadas
temporais de presséo (dp/dt);

Tonus autondmico;

Funcéo renal;

Variacéo do peso corporal e na relagao Ventriculo esquerdo (VE) e rim esquerdo (RE)
em relacéo a tibia;

Remodelamento Cardiaco e renal: parametros histoldgicos e deposigcdo de colageno;
Componente do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA)

Estresse Oxidativo.
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3. METODOS

3.1.ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Ratos machos (Rattus novergicus) com 4 semanas de idade e peso variando entre
80-90 g foram mantidos em gaiolas coletivas, com acesso a agua e comida ad libitum,
ciclo claro escuro de 12h, umidade e temperatura controlados. Todos o0s
procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica e Bem-estar animal da
Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES: 10/2016) e foram realizados de

acordo com o preconizado pelo National Institutes of Health (NIH).

3.2.GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram separados em 3 grupos experimentais para estudo da funcéo renal,
que foram dividos em Grupo Controle (CON): Os animais receberam 0,1 mL de
Carboximetilcelulose (CMC, 0,5%), grupo L-OXA (Oxandrolona 2,5 mg/kg/dia)
(Manipula, farmécia de manipulacado, ES, Brasil) e grupo H-OXA (Oxandrolona 37,5
mg/kg/dia) (Manipula, farmacia de manipulacéo, ES, Brasil) (adaptado deMENKE et
al., 2011). Para o estudo da fungdo cardiaca tivemos 02 grupos, animais receberam
OXA (Oxandrolona 37,5 mg/kg/dia) e o grupo Controle (CON). A administracéo foi
feita por via oral (gavagem), diariamente por 4 semanas. No Grupo L-OXA somente
apresentamos os dados de fungéo renal, uma vez que os dados da fungéo cardiaca

fizeram parte de outro estudo.

3.3.AVALIACAO DO TONUS AUTONOMICO

Ap6s o tratamento, os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina

(Syntec, Santana do Parnaiba, SP, Brasil) e xilasina (Bayer, Sdo Paulo, SP, Brasil)
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(100/10 mg/kg, i.p.) e submetidos ao procedimento de cateterizagéo da artéria e veia
femoral. O protocolo é o descrito por Brasil et al. (2015) e consiste no isolamento da
artéria e veia femorais, seguido da inser¢cdo de uma cénula de polietileno (PE10)
acoplada a uma cénula de diametro maior (PE50), preenchidas por solucao salina
(NaCl 0,9%). 24 horas ap6s o procedimento cirdrgico, com os animais acordados, o
cateter foi conectado a um transdutor de pressao acoplado a um sistema de aquisi¢ao
de dados biolégicos (modelo MP100-CE; Biopac Systems, Santa Barbara, CA, USA).
Dados de pressao arterial média (PAM), pressao arterial sistdlica (PAS) e a frequéncia

cardiaca basal (FC) foram coletados antes da infuséo das drogas.

O tdnus autondmico cardiaco foi estimado através de bloqueadores farmacolégicos
seletivos dos receptores muscarinicos e os 1- receptores adrenérgicos em animais
conscientes (KLIPPEL et al., 2016). O tdnus parassimpatico cardiaco foi verificado pela
alteracdo da FC basal 30 min apés uma Unica injecdo de metilatropina (2 mg/kg, iv).
Transcorrido esse tempo, foi administrado atenolol (4 mg/kg, iv) que, apds 30 min
dados coletados foram considerados referentes a FC intrinseca (marca-passo). 24 h
apods esse procedimento, a sequéncia das injecGes foi oposta, e o tdnus simpatico
cardiaco foi estimado pela mudanca na FC basal 30 min ap6s a administragdo do

atenolol, e a FC intrinseca foi estimada em 30 min sob o duplo blogueio.

3.4.AVALIACAO DA HEMODINAMICA CARDIACA

Animais experimentais (n=6) foram anestesiados com cetamina e xilazina (100 / 10
mg / kg, i.p.) e submetidos a um processo cirlrgico para expor artéria carétida que foi
cateterizada com cateter de polietileno (P50) preenchida com solucéo salina. O cateter
foi conectado a um transdutor de pressao acoplado a um sistema de aquisicdo de
dados biolégicos (modelo MP100-CE; Biopac Systems, Santa Barbara, CA, USA).
Ap6s um periodo de estabilizagdo de 15 min, a presséo arterial sistolica e diastélica
foram registrados. O cateter foi entdo introduzido no ventriculo esquerdo. Por um
periodo adicional de estabilizagdo de 15 min, varidveis como valores maximos da

primeira derivada da pressao ventricular esquerda (+dP/dtméx), que é a taxa maxima
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de aumento da pressao ventricular, valores minimos da primeira derivada da pressao
ventricular esquerda (-dP/dtmin), que é a taxa de decaimento da presséo ventricular,
constante de tempo do relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo (Tau) e a
pressdo sistélica ventricular esquerda (PSVE) foram coletados. Apés este
procedimento, o cateter foi retirado do VE e a presséo arterial foi medida novamente
para determinar se houve dano a valvula adrtica. O animal ndo foi incluido no estudo
se observado redugdo da pressdo arterial diastélica. Os dados foram analisados

usando o software LabChart7.

3.5.AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

Os animais foram anestesiados com fenobarbital sédico (50 mg/Kg i.p.) e tiveram sua
traquéia cateterizada (PE-240) para facilitar a respiragdo. A artéria carétida direita (PE
50), a veia jugular esquerda (PE 50) e bexiga (PE 320) dos animais foram
cateterizadas para coleta de sangue, infusdo de inulina e para-aminohipurato e coleta
de urina, respectivamente. O volume urinario foi determinado gravimétricamente. Os
animais foram infundidos durante o experimento com uma solucdo salina isotdnica
com manitol a 3% a uma velocidade de 0,06 mL/min mediante uma bomba de infuséo
continua. Apé6s a preparacgao do animal foi administrada por via intravenosa uma dose
prime de inulina e paraaminohipurato (30mg/100g de peso corporal de inulina e
0,6mg/100g de peso corporal de PAH) e apos este procedimento, teve inicio a infusdo
de manutencéo destas substancias. Apos um periodo de estabilizagdo de 30 minutos,
foram realizados 4 periodos de coleta de urina de 30 minutos, seguidas por coletas
de sangue. A determinacdo dos valores plasmaticos e urinarios de inulina e
paraaminohipurato foi realizada através do método modificado de Fiihr; Kaczmarczyk;
Krittgen (1955) e Freitas et al. (2015). Utilizando-se do fluxo urinario e quantificacéo
dos valores plasmaticos e urinarios de inulina e paraaminohipurato, foram calculadas
as suas taxas de depuracdo, que refletem a taxa de filtragdo glomerular (TFG) e o

fluxo plasmatico dos animais (FPR), respectivamente segundo a seguinte formula:
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((X)x(F))/X,

Cl= P

Onde:

Cl = Clearance da substancia (inulina ou PAH) normalizado pelo peso corpéreo do

animal;

Xu = Concentragdo da substancia na urina
Xp = Concentragéo da substancia no plasma
Fu = Fluxo urinario

P = Massa corporal do animal (kg)

Um capilar heparinizado foi preenchido de sangue para quantificacdo do hematdcrito,

0 que permitiu o calculo do fluxo sanguineo renal (FSR) através da férmula:

FPR

FSR= ——
1 — Hemat

Onde:

FPR = Fluxo plasmatico renal

Hemat = Hematdécrito

Durante o tempo supracitado, a pressdo arterial média dos animais (PAM) foi
continuamente registrada através da utilizagcdo de um transdutor de pressao
conectado a um sistema de aquisicdo de dados. A resisténcia vascular renal (RVR)
foi entdo determinada matematicamente através da lei de Ohm, conforme férmula

descrita a seguir:

Onde:
PAM = Presséo arterial média

FSR = Fluxo sanguineo renal
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3.6.ANALISES HISTOLOGICAS

Apos as avaliagdes hemodinamicas, o sangue foi coletado por puncdo cardiaca e
armazenado em tubos contendo anticoagulante (EDTA). Os tubos foram centrifugados
(3500 rpm, 10 minutos, 4°C), o plasma foi separado, aliquotado em microtubos e

congelados a -80°C para as analises posteriores.

A seguir, os coracdes foram retirados, limpos em solucdo salina, pesados e tiveram o
VE excisado para a determinagdo da hipertrofia, para tanto, o peso do VE foi
normalizado pelo comprimento da tibia (mg/cm). O Ventriculo Esquerdo (VE) foi entdo
separado para a andlise morfométricas. Para tanto, os ventriculos foram fixados em
solucédo de formalina tamponada 10% por 24 horas, apds o processamento histoldgico
elas foram embebidas em parafina e cortes de 5 ym de espessura foram corados com
hematoxilina/eosina (H&E) ou picrosirius red, para as analises de hipertrofia cardiaca
e deposicao de colageno, respectivamente. As laminas foram fotografadas (400x) e
pelo menos 10 imagens de cada animal foram analisadas utilizando o Software livre

Image J® (versdo 1.52i).

Paralelamente, os rins foram excisados, pesados e armazenados. Posteriormente 0s
mesmos foram seccionados com 2 mm de espessura e fixados em paraformaldeido
(PF) diluido em solugéo salina tamponada com fosfato (BPS) (4% PF-PBS) pH 7,4 por
24-48 h em temperatura ambiente. Apds a fixacdo, os tecidos foram incluidos em
parafina a 60° C e posteriormente seccionados em fatias de 5um. As seccdes renais
foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para visualizar a estrutura e regides
genais renais (TRUJILLO et al., 2016) e acido periddico-Schiff (PAS) (Sigma-Aldrich,
St Louis, MA) para visualizar a membrana basal (CASTIGLIONE et al., 2013). Além
disso, a deposicao superficial de coladgeno no tufo glomerular cortical e &rea intersticial
foi determinada usando Picrosirius Red (PSG e PST, respectivamente) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO).

Para histomorfometria, 20-25 glomérulos e &reas corticais intersticiais por animal
foram capturados com objetiva de 40x e analisados. Imagens de alta qualidade (2048

x 1536 pixels) foram obtidas com uma camera Leica acoplada a um microscopio
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(ICC50 HD Leica Microsystems). As imagens foram também mensuradas pelo
software Image J (COUTINHO et al., 2016)

Para avaliagdo do nimero de glomérulos, foram selecionados 15-20 cortes renais em
toda a extensado do rim, onde todos os glomérulos foram contados diretamente no
microscépio 6ptico com lupa de 10x. O numero de glomérulos foi entdo expresso como
ndmero por area (mm?2), conforme descrito por Bertram et al. (1992) e Buys-Gongalves
et al. (2020).

A deposicéo superficial de colageno no tufo glomerular cortical e area intersticial foi
determinada usando Picrosirius Red (PS) (LANDGRAF et al., 2014). A coloragao de
PS foi usada para quantificar a area total de deposicdo de fibra de colageno em
glomérulos (PSG) e a regido tubulointersticial (PST) com 15 imagens cada. Os
campos foram escolhidos aleatoriamente e os resultados representam a porcentagem
do total de fibras de colageno por area de tecido (CASTIGLIONE et al.,, 2013;
COUTINHO et al., 2016). Os resultados representam a porcentagem do total de fibras
de colageno por area de tecido.

Para as analises histol6égicas do glomérulo, cortes corados com PAS foram usados
para capturar 20 fotomicrografias de glomérulos, escolhidas aleatoriamente. As areas
do tufo glomerular e glomerular foram medidas em cada imagem usando o software
Image J (CASTIGLIONE et al., 2013; COUTINHO et al., 2016). Os resultados

representam a porcentagem da expansao total por area de tecido.

3.7.QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

Parte do VE foram retirados e congelados (-80°C) para a avaliagdo do estresse
oxidativo e da expresséo proteica. Essas amostras tiveram a quantidade de proteina
determinada por meio do método de Bradford (BRADFORD, 1976). Suscintamente,
apés a homogeneizacao das amostras, aliquotas de 10 uL foi adicionado ao reagente
de Bradford (Biorad® S&o Paulo, SP, Brasil; 190uL), seguida de leitura em leitor de

microplacas em 595nm (FilterMax F3/F5 Multi-Mode Microplate Readers, Molecular
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Devices, USA). Para a determinacao da quantidade de proteinas, foi confeccionado

uma curva padrdo com albumina bovina (10-100ug/mL).

3.8.AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo foi avaliado por meio da quantificacdo dos produtos advindos da
acao dos radicais livres. Nesse sentido, foram quantificadas as espécies reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) e os produtos de oxidagdo 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
tampéo fosfato de potassio (PBS pH7,4) e em seguida centrifugados (3500 rpm, 10
min). O sobrenadante (10 uL) foi misturado a iodeto de potassio (1.16mM) e acido
acético em placa de 96 pogos, apds 6 minutos de incubacgédo a absorbancia foi medida
em leitor de microplacas em 340 nm (FilterMax F3/F5 Multi-Mode Microplate Readers,
Molecular Devices, USA). O resultado foi obtido por meio da interpolacdo dos
resultados em uma curva padrdo 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 determinagéo do TBARS, os homogenatos foram misturados com uma solucao
de &cido tiobarbiturico (1%), seguida de ebulicdo por uma hora, apés o resfriamento
em temperatura ambiente, a leitura foi realizada em placas de 96 pocos e a
absorbancia foi lida em leitor de microplacas em 532nm (PATOCKOVA et al., 2003) Foi
confeccionado uma curva padrdo com malondialdeido (0,1-5uM) (MDA; Sigma-

Aldrich) e os resultados foram expressos como equivalentes de MDA/mg de proteina.
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3.9.AVALIACAO DA EXPRESSAO PROTEICA POR WESTERN BLOT

Para a determinagdo da expressdo proteica, aliquotas de tecido cardiaco foram
homogeneizadas em tampao de homogeneizagao (Tris-HCL pH 7.4 -10 mM; PMSF -
1 mM; NaVOs -1 mM; SDS -1%; DTT -0.5 mM; EDTA -5 mM e inibidor de protease -
Sigma Fast; Sigma, USA) e em seguida centrifugadas, o sobrenadante foi separado e
armazenado a -80°C até o momento das andlises. Foi procedida a dosagem de
proteinas conforme método descrito anteriormente e as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel 7.5-10% SDS-PAGE. Em seguida, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose que foram bloqueadas com leite em pé
desnatado a 5% e depois expostas aos seguintes anticorpos primarios: anti-SERCA2a
([1:2000], Affinity BioReagents, CO, USA); anti-PLB ([1:1000], Affinity BioReagents,
CO, USA), anti-NCX ([1:1000], Affinity BioReagents, CO, USA), anti-p-Serl¢-PLB
([2:1000], Abcam, Inc., USA), anti-ACE1 ([1:200], NDL Sta Cruz, 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). Para a revelacd@o, as membranas foram incubadas overnight com anticorpo
primario, em seguida os anticorpos especificos foram incubados para a determinagao
das proteinas de interesse. Os sinais de Western blot foram quantificados usando o
software Bio-Rad Image Lab 5.2.1, e os niveis de expressdo de proteina foram

normalizados para a expressdo de GAPDH.

3.10. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como a média * erro padrdo da média (EPM). Para
encontrar possiveis outliers nos resultados, um teste de Grubbs bilateral foi usado.
Quando o teste identificou um outlier, usamos um método ROUT adaptado para
detectar quaisquer outliers daquela coluna de resultados e os removemos de acordo

com a configuracéo de Q em 1% (alfa = 0,01).
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Os dados oriundos das andlises dos parametros hemodinamicos, tdnus autonémico e
demais andlises relacionadas ao tecido cardiaco foram analisadas pelo teste T
Student. Para as demais analises utilizou-se os testes omnibus D’Agostino e Pearson
foram usados para avaliar a normalidade dos dados. Se o teste de normalidade
revelou dados ndo gaussianos, entdo Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
comparagfes mdltiplas de Dunn foi usado. Se os dados passaram no teste de
normalidade, entdo ANOVA unilateral seguida pelo teste post-hoc de Tukey para
comparacfes multiplas foi aplicada. Admitiu-se a significancia quando p <0,05 e as

andlises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism (versédo 7.02, EUA).



37

4. RESULTADOS

4.1. DADOS PONDERAIS

O tratamento com OXA néo foi capaz de promover diferenca em relagdo ao peso
corporal final, assim como em relagdo a andlise de hipertrofia ponderal
(VE/comprimento tibia e Rim E/comprimento tibia), entretanto a presséo arterial média
(PAM) apresentou-se maior nos grupos tratados de forma dose dependente,

entretanto sem alterar a FC (Tabela 1).

Tabela 1: Efeitos do tratamento com OXA sobre dados biométricos, na relagéo peso
VE (mg) e Rim E (mg)/ Comprimento tibia (cm) e niveis de presséao arterial média,
sistolica e frequéncia cardiaca.

Parametros CON L-OXA H-OXA

Analises ponderais (n=6)

Peso inicial (g) 84,50+5,011 85,00+2,878 77,805,329
Peso final (g) 286,5+23,64 308,8+12,95 290,0+13,98
Variagéo do peso (g) 202,0+23,58 233,8+11,38 226,2+13,38

Razdo Peso VE/comprimento
. 0,2025+0,01090 0,2062+0,00659 0,1891+0,00774
tibia (mg/cm)

Razdo Pes0 (375:0.0108  0.334:0.0179  0-350+0.0036
Testiculo/comprimento  tibia

(mg/cm)

Peso rim (g) 1,246+0,054  1,124+0,040  1,015+0,052*
Razao Peso Rim

) o 0,3124+0.013  0,2998+0.009 0,2665+0.012*
E/comprimento tibia (mg/cm)

Dados Hemodinamicos (n=6)

PAM (mm Hg) 98,85+6,118 108,9+1,272* 115,4+4,051*
FC (bpm.s?) 398,1+15,82 400,7+£19,24 371,1+£3,592

Os dados estéo expressos como média * erro padrdo da média * p < 0.05 vs. CONT; n =

nimero de animais
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4.2. TONUS AUTONOMICO

O tratamento crénico com doses elevadas de OXA ndo promoveu prejuizo no
componente parassimpatico (Fig. 3A. CON: 143,0+7,746 bpm.s?1; H-OXA:
140,3+12,67 bpm.s1) e simpatico (Fig. 3B. CON: -35,63+10,31 bpm.s1; H-OXA: -
28,50+6,745 bpm.s1) do controle autondmico da pressdo bem como ndo houve
alteracdo na FC intrinseca nos animais tratados quando comparados ao grupo
controle (Fig. 3C. CON: 410,4+4,104 bpm.s'1; H-OXA: 405,548,933 bpm.s1).
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Figura 3: Resultado das analises de tdnus autondmico. A: variagdo da frequéncia cardiaca
frente ao bloqueio com a atropina. B: varia¢éo da frequéncia cardiaca frente ao bloqueio com
atenolol. C: frequéncia cardiaca intrinseca (FCI — D1), na presencga de duplo blogueio no dia

1. D: frequéncia cardiaca intrinseca (FCI — D2), na presenca de duplo bloqueio no dia 2.
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4.3.DADOS HEMODINAMICOS

Em animais anestesiados (n=6), a presséo arterial sistélica do ventriculo esquerdo
(LVSBP) foi aumentada no grupo tratado com OXA (Fig. 4A e Tabela 2), entretanto, o
tratamento nao foi capaz de promover mudangas na +dP/dt max e -dP/dt min (Fig. 4B-
C; Tabela 2). O mesmo foi constatado quando analisado a constante de tempo de

relaxamento isovolumétrico do VE (Tau) (Fig. 4D; Tabela 2).

Tabela 2: Efeitos do tratamento com OXA sobre parametros de contratilidade do

ventriculo esquerdo.

Parametros CON H-OXA

Parametros de contratilidade (n=6)

dP/dt max + (mmHgl/s) 5138+238,6 6306+475,5
dP/dt min — (mmHg/s) -3785+109,9 -4105+315,0
Tau (s) 0,0191+0,002644 0,02099+0,001884
PSVE (mm Hg) 108,9+3,887 131,8+4,851*

Os dados estdo expressos como média * erro padrdo da média [ p < 0.05 vs.

CON; n = nimero de animais
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Figura 4: Parametros hemodinamicos. (A): Pressdo arterial sistdlica ventricular esquerda (PSVE)
(mm Hg), (B):derivadas positivas de dP / dt maximas no VE (mm Hg/s), (C): derivadas negativas de
dP / dt minimas no VE (mm Hg/s) e (D): constante de tempo de relaxamento isovolumétrico do VE
(Tau). Os dados sdo expressos como a média = EPM. * p <0,05
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4.4, ANALISE HISTOLOGICA DO VENTRICULO ESQUERDO

As analises morfométricas dos ventriculos demonstraram redu¢do no ndmero de
cardiomidcitos por campo e aumento na area, perimetro, largura e comprimento dos
nucleos dos cardiomidcitos (Tabela 3 e na Fig. 5 A-E), em conjunto esses resultados
indicam hipertrofia cardiaca. Adicionalmente, a deposicdo de coldgeno tecidual foi

aumentada (Fig. 6 e tabela 3), demonstrando hipertrofia cardiaca.

Tabela 3: Dados histoldgicos dos VE dos animais tratados com OXA.

Parametros CON H-OXA

Dados Histol4gicos (n=6)

Area do nicleo (um?2) 3241+99,65 4737+195,2*
Perimetro nuclear (um) 271,943,598 324,1+7,645*
Comprimento do nucleo

115,142,499 136,043,373
(um)
Largura do nacleo (um) 35,71+0,7867 46,07+1,645*
Nimero de ndcleo por

23,70+0,8157 15,89+0,4249*
campo
% Colageno (% CON) 100,045,312 263,2+6,968*

Os dados estéo expressos como média + erro padrdo da média * p < 0.05 vs. CONT; n

= ndmero de animais
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Figura 5: Efeitos da Oxandrolona em diferentes doses no remodelamento cardiaco ventricular esquerdo.
E observado hipertrofia em ratos Wistar machos. (A): Nimero de miécitos por campo analisado seguido
de imagens histolégicas ilustrativas de cada grupo tratado, (B): area dos nucleos dos cardiomiécitos
(um?), (C): perimetro do nucleo dos cardiomidcitos (um), (D): comprimento do nucleo dos cardiomidcitos
(um) e (E): largura do nucleo dos cardiomidcitos (um). As amostras foram visualizadas em microscopia
6tica com aumento de 400x sendo as mesmas coradas com o método de hematoxilina / eosina (H & E)

para observar hipertrofia. Os dados sdo expressos como média + EPM. * p <0,05.
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Figura 6: Andlise histolégica da deposicéo de colageno cardiaco. Porcentagem de colageno
cardiaco seguido das imagens representativas de cada grupo estudado. As amostras foram
coradas com picrosirius red para quantificar o conteldo de colageno, visualizado com
microscopia 6ptica em aumento de 400x. Os dados sdo expressos como a média + EPM. * p
<0,05.
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4.5. ANALISE DE WESTERN BLOT (SERCA2a, PLB, p-PLB, NCX e ECA)

A andlise dos ventriculos esquerdos dos animais tratados com doses elevadas de
OXA por Western blot revelou que a expressdo da proteina SERCA2a aumentou no
grupo H-OXA (Fig. 7A), ndo havendo diferenca nas demais proteinas de contratilidade
analisadas (Fig. 7B-C). Houve aumento no grupo na razdo p-PLB/PLB (Fig. 7D), a
razdo SERCA2a/PLB (Fig. 7E). Adicionalmente, houve aumento na expressdo da

proteina ECA no grupo tratado quando comparado ao grupo CON (Fig. 8).
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Figura 7: Andlises representativas de Western blot com os valores densidométricos associados (normalizados
para GAPDH). (A):SERCA 2a, (B): fosfolambam (PLB), (C): Na*Ca?* trocador (NCX), (D): relagdo entre p-
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4.6.ESTRESSE OXIDATIVO CARDIACO

A administracdo de OXA foi capaz de aumentar a formacdo de AOPP e TBARS no
tecido cardiaco (Fig. 9A-B). A andlise da expressdo das proteinas antioxidantes
superoxido dismutase 1 (SOD-Cu/Zn) e catalase (CAT) demonstrou aumento na
expressdo da SOD em (Fig. 9C) sem interferéncia na reducdo da expressao proteica
da CAT (Fig. 9D).
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Figura 9: Andlise de componentes do estresse oxidativo. (A): produtos de oxidagdo proteica
avancada em tecido cardiaco (AOPP); (B): espécies reativas ao acido tiobarbitirico em tecido
cardiaco (TBARS); Expresséo das proteinas SOD-Cu/Zn (C) e CAT (D) em tecido cardiaco com
valores densitdométricos associados (normalizados para GAPDH) em coragdo de animais tratados
com diferentes doses de OXA. Os dados sdo expressos como a média + EPM. * p <0,05
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4.7.FUNCAO RENAL

O tratamento com OXA reduziu o clearance de inulina (CON: 6,282+0,5119
mL/min/Kg; L-OXA: 4,744+0,2719 mL/min/Kg H-OXA: 4,821+0,3946 mL/min/Kg), que
representa a TFG (Fig.10A). Sem alterar os demais par@metros como clearance de
paraaminoipurato (CON: 14,75+1,005 mL/min/Kg; L-OXA: 16,40+ 0,6668 mL/min/Kg;
H-OXA: 13,771,462 mL/min/Kg), FSR (CON: 23,67+2,011 mL/min/Kg; L-OXA:
26,74+1,474 mL/min/Kg; H-OXA: 22,93+2,597 mL/min/Kg) e RVR (CON:
4,887+0,4328 a.u.; L-OXA: 4,104+0,3079 a.u.; H-OXA: 4,976+0,4404 a.u.) (Fig 10 B-
D).
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Figura 10: Andlises representativas da influéncia do tratamento com OXA sobre a funcéo renal. (A):
Clearance de inulina que representa a TFG. (B): Clearance de paraaminoipurato, que representa a
FPR, (C): Fluxo sanguineo renal (FRS) e (D): Resistencia vascular renal (RVR). Os valores séo

expressos como as médias = EPM. * p<0,05. n=7
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4.8. ANALISE HISTOLOGICA RENAL

Os rins dos grupos L-OXA e H-OXA apresentaram anormalidades histolégicas em
comparagdo com o aspecto normal dos rins CON (CON Fig. 10A). Em especial, os
rins L-OXA e H-OXA apresentavam atrofia de glomérulos, degeneragdo vacuolar
tubular, proliferacdo celular pela presenca de células em processo mitético, apoptose
em fungcdo da presenca de células com nulcleo picnético e presenga de células

inflamatérias circundando os tibulos renais (L-OXA e H-OXA Fig.11 E, I).

Ratos CON exibiram glomérulos renais, capsulas de Bowman e aspecto de espagos
de Bowman normais (Fig. 11A, B). No entanto, os rins de ratos L-OXA (Fig. 11F) e H-
OXA (Fig. 11J) exibiram anormalidades do espago de Bowman, levando a reducéo na
area do tufo glomerular em comparagdo com ratos controle (Fig. 11N) (CON 8,11 +
0,32; L-OXA 6,82 + 0,13; H-OXA 7,10 = 0,11). Além disso, o0 aumento da deposi¢ao
de colageno glomerular (PSG, Fig. 110) foi observado em rins L-OXA (Fig. 11G) e H-
OXA (Fig, 11K) em comparagdo com rins dos controles (CON 3,93 + 0,48 ; L-OXA
5,75+ 0,31; H-OXA 8,74 + 0,49), sugerindo um efeito dependente da dose. Da mesma
forma, alta deposicéo de colageno tubulointersticial (PST, Fig. 11 O) foi observada em
rins L-OXA (Fig. 11H) e H-OXA (Fig. 11L) em compara¢&o com rins do grupo controle,
sugerindo novamente o efeito dose dependente (CON 3,83 + 0,66; L-OXA 7,67 £ 0,47,
H-OXA 11,70 £ 0,18).
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Figura 11: Avaliagdo histomorfolégica em ratos machos CON, L-OXA D e HD-OXA. Se¢des H&E
representativas dos rins (A) CON, (E) L-OXA e (I) H-OXA. Secdes representativas de rim coradas com
acido periodico-Schiff (PAS) enfatizando os glomérulos de ratos (B) CON, (F) L-OXA e (J) H-OXA. (M)
Representacéo grafica da reducdo do nimero de glomérulos do L-OXA e H-OXA. (N) Representagdo
grafica da redugédo da area do tufo glomerular de ratos L-OXA e H-OXA. Glomérulos representativos
corados com Picrosirius Red (PSG) de ratos (C) CON, (G) L-OXA e (K) H-OXA. (O) Representacédo
grafica do aumento da densidade superficial do colageno nos glomérulos L-OXA e H-OXA. Area
tubulointersticial representativa corada com Picrosirius Red (PST) de ratos (D) CON, (H) L-OXA e (L)
H-OXA. (P) Representacdo grafica do aumento da densidade superficial do coldgeno na area
tubulointersticial LD e HD. Os valores sdo expressos como a média + SEM (n =5). *p = 0,05, *#p =
0,01 vs CON (ANOVA de um fator seguido por Dunn's.
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4.9.ESTRESSE OXIDATIVO RENAL

A administracdo de OXA foi capaz de aumentar a formacdo de TBARS e AOPP no
tecido renal, sendo que este Ultimo s6 foi aumentado no grupo H-OXA (Fig. 12)
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Figura 12: Anélise de componentes do estresse oxidativo em tecido renal. (A): produtos de oxidacédo
proteica avancada em tecido renal (AOPP); (B): espécies reativas ao acido tiobarbitirico em tecido

renal (TBARS);
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5. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou alteracdes subclinicas no coragdo apds tratamento crénico
com OXA em alta dose, enquanto que no rim ja observamos alteragao funcional. Os
resultados mostraram a presenca de remodelamento cardiaco sem modificagfes nos
parametros fisiolégicos (tbnus autondmico cardiaco e contratilidade cardiaca), mas
com alteragbes na expressédo de proteinas envolvidas na mobilidade do célcio. Essas
modificacBes podem estar relacionadas ao aumento da expressdo da ECA, possivel
causa da deposicdo de colageno no tecido cardiaco. No rim, os grupos tratados
apresentaram reducéo do clearance de inulina, demonstrando reducdo da taxa de
filtracdo glomerular, podendo ser associado ao depdsito de colageno na ultraestrutura

glomerular e também ao aumento do estresse oxidativo.

Nesse manuscrito apresentamos os dados obtidos do uso de dose de 37,5 mg/kg/dia
de oxandrolona para mimetizar uma dose abusiva em seres humanos, como
descrevemos no material e métodos. Entretanto, em manuscrito prévio (RONCHI et
al., 2021) onde parte dos dados aqui mostrados foram publicados (dados cardiacos),
também foram publicados os resultados do uso de OXA em baixa dose (2,5
mg/kg/dia). No referido manuscrito, fizemos a comparacdo entre as duas doses, e
guando for oportuno, iremos fazer essas comparagdes na discussdo, considerando se

as alteracdes foram ou ndo dose dependente.

A hipertrofia cardiaca foi demonstrada por diferentes indices mostrados pelos dados
histologicos. Essa alteragdo estava associada ao aumento significativo nos niveis de
colageno no grupo tratado com a dose elevada de OXA, que levou a aumento de
163% quando comparado aos niveis de colageno dos animais controle. Em relacéo
ao aumento do colageno, essa alteragdo foi dose dependente, ou seja, com aumento
da dose foi observado aumento de colageno (RONCHI et al., 2021). A hipertrofia
cardiaca pode ser fisiolégica ou patolégica, esta Ultima esta associada ao aumento na
deposicdo de colageno (DAS NEVES et al.,, 2013; TANNO et al., 2011). Como
exemplo de hipertrofia fisioldgica, podemos citar o exercicio fisico, que em geral leva
a hipertrofia fisiolégica. Com o exercicio fisico, a estrutura miocardica é remodelada
em fungéo do tipo de treinamento fisico, por meio de um aumento equilibrado da
massa miocardica, que engloba hipertrofia miocitaria e neoangiogénese
(SHEPHARD; BALADY, 1999). A hipertrofia cardiaca induzida pelo exercicio tem
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como caracteristica o crescimento fisioldgico do coracao e estd associada a estrutura
cardiaca normal com funcdo mantida ou melhorada, sem aumento na deposi¢do de
colageno (MIHL; DASSEN; KUIPERS, 2008).

Os EAA podem induzir hipertrofia cardiaca por meio de alguns mecanismos, como se
seguem. Os EAA, como anélogos da testosterona, podem estimular os receptores de
andrégenos, que sdo amplamente expressos nos cardiomiécitos e responsaveis por
mediar a resposta hipertréfica do coracdo a acdo dos andrégenos(MARSH et al.,
2012). Além disso, outro possivel mecanismo de hipertrofia promovido pela OXA que
poderia induzir a deposicdo patolégica de colageno estad relacionado ao SRAA.
BRILLA e colaboradores (1994) em seu estudo, demonstraram o papel da ANG I
sobre a sintese de colageno por meio dos receptores AT1 e AT2 presentes nos
fibroblastos cardiacos de ratos. Além disso, estudos anteriores mostraram que 0s
inibidores da ECA podem prevenir a hipertrofia cardiaca e a deposi¢do de colageno
em ratos tratados com EAA (ANDRADE, et al., 2012; MELO JUNIOR et al., 2018), o
gue corrobora a hipétese de uma associagdo positiva entre o EAA e a ativagdo do
SRAA, como mecanismo de remodelamento cardiaco. No nosso estudo, observamos
aumento significativo da expresséo proteica da ECA nos cora¢des de ratos tratados
com doses elevadas de OXA, sendo na ordem de 112% em relagdo aos valores do
grupo controle e de forma interessante, essa alteragcdo também foi dependente da
dose uma vez que a dose baixa de OXA elevou a expressdo dessa mesma proteina
para 52% (RONCHI et al., 2021).

No presente estudo, a hipertrofia observada nos coragfes dos animais do grupo OXA,
pode estar relacionada ao aumento da expressdo da ECA, porque a contratilidade
cardiaca ndo foi alterada pelo método aqui utilizado, apesar das mudancas na
expressdo das proteinas de mobilidade do célcio. Nesse sentido, a fungéo fisiolégica
dessas proteinas pode ser exemplificada pelo papel da PLB. A inativagdo dessa
proteina por fosforilagdo resulta em aumento da atividade de SERCA2a e, como
consequéncia, na amplificagdo da captacdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmaético,
que por sua vez facilita o relaxamento e a contratilidade (PAREKH; PUTNEY, 2005).
Nenhuma diferenca nos parametros de contratilidade foi observada no grupo H-OXA,
apesar do aumento na relacdo da expressao de p-PLB / PLB e na razdo SERCA2a /
PLB, que poderiam aumentar a contratilidade. Além disso, a expresséo do trocador
Na / Ca permaneceu inalterada no grupo tratado com OXA, podendo desta forma,
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estar contribuindo para a preservagdo da contratilidade normal. Vale ressaltar que a
dose baixa de OXA também n&o alterou a contratilidade cardiaca (RONCHI et al.,
2021). Nossas hipoteses sobre o papel das proteinas usadas na mobilidade do calcio
séo baseadas na revisdo de KHO, LEE e HAJJAR (2012).

A auséncia de alteracdes nos parametros de contratilidade pode ser decorrente do
tempo de tratamento empregado e do tipo de EAA utilizado nesta investigagéo.
Estudos anteriores demonstraram que altas doses de DN levam ao aumento da
contratilidade cardiaca em ratas Wistar (NASCIMENTO, et al., 2016) e em ratos SHR
machos (MELO JUNIOR et al., 2018). Essas altera¢gbes na contratilidade cardiaca
provavelmente foram causadas pelo aumento nas expressfes de SERCA2a e p-PLB,
favorecendo um aumento nos parametros de contratilidade. Por outro lado, (ROCHA
e colaboradores (2007) aplicaram altas doses de EAA, mas ndo observaram varia¢des
no processo de contratilidade. Porém, o presente estudo evidenciou aumento da
PSVE e aumento da PDFVE no grupo H-OXA, o que pode indicar aumento da rigidez
ou reducdo da complacéncia da parede ventricular, podendo resultar em insuficiéncia
cardiaca em longo prazo (BORLAUG; PAULUS, 2011; MADY et al., 1999), associada
ao acumulo de colageno e hipertrofia cardiaca que encontramos nestes animais.
Embora ndo tenham sido observadas alteragbes na contratilidade na presente
investigacéo, deve-se enfatizar que o remodelamento cardiaco desempenha um papel
importante na fisiopatologia da disfuncdo ventricular e em sua estrutura; nesse
sentido, alteragbes bioquimicas e / ou genéticas podem resultar em danos
progressivos a fungdo cardiaca. Por esse motivo, estudos sobre o uso de EAA em

longo prazo e em altas doses sdo importantes.

Também avaliamos o ténus autonémico, e a administracdo de OXA ndo promoveu
disfuncdo autondmica. Um estudo anterior avaliando o estanozolol em ratos Wistar
machos encontrou aumento da pressado arterial e alteragfes na sensibilidade do
barorreflexo, sem alterag6es no tdnus simpético cardiaco (BEUTEL; BERGAMASCHI;
CAMPOS, 2005). No entanto, ratos Wistar machos tratados com DN 10mg / kg por 4
semanas apresentaram valor basal de FC menor que o grupo controle, sugerindo
alterag6es no ténus autonémico cardiaco (ANDRADE, et al., 2008). Outros estudos
demonstraram que doses supraterapéuticas de EAA em ratos machos aumentaram a
estimulacédo simpatica e promoveram disautonomia cardiaca (NASCIMENTO; MEDEI,
2011; TURILLAZZI et al., 2011). Nascimento e Medei (2011 observaram disautonomia
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cardiaca, com aumento da modulacdo simpatica e diminuicdo da modulagdo
parassimpética. No entanto, esses resultados sdo controversos na literatura, pois
existem diferencas nos protocolos aplicados, diferentes EAA, bem como na duragao

do tratamento, espécie e idade dos animais.

Outros mecanismos podem estar envolvidos no aumento nas pressées observada nos
grupos OXA, que foram dose dependente (RONCHI et al., 2021), como alteragdo na
pés-carga, devido ao aumento da resisténcia vascular periférica que poderia ser
induzida pelo OXA. Um estudo utilizando altas doses de EAA por 8 semanas observou
comprometimento da reatividade vascular em ratas Wistar, que era dependente da
reducéo da producédo de 6xido nitrico pela enzima 6xido nitrico sintase (CALIMAN et
al.,, 2017). Outros estudos demonstraram, em humanos, um comprometimento da
vasodilatacao que pode ser dependente do endotélio (EBENBICHLER et al., 2001) ou
independente do endotélio, e também devido ao aumento da rigidez vascular (LANE
et al., 2006). O uso de EAA na fase pré-pubere pode induzir alteragcdes autondmicas
e hidroeletroliticas que se manifestam na idade adulta, podendo ser fatores
determinantes na elevacéo da presséo arterial em animais experimentais sob a acao
de EAA (OLIVARES et al., 2014).

A fisiopatologia das doencas cardiacas esta ligada ao estresse oxidativo. As espécies
reativas de oxigénio (ROS), como O2- e H202, podem ser formadas pelo citocromo
P450, xantina oxidase, transporte mitocondrial de elétrons e familia de enzimas
NADPH oxidase (Nox) (AGUIRRE; LAMBETH, 2010). Em contrapartida, enzimas
antioxidantes, como SOD e catalase, desempenham papel fundamental na
homeostase de ROS (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2004). Nesse contexto, este estudo
avaliou o balanco redox no tecido cardiaco medindo tanto a expressdo das enzimas

antioxidantes SOD1 e CAT, quanto a oxidacdo de proteinas e peroxidacgéao lipidica.

OXA promoveu aumento na expressdo de SOD1 no grupo H-OXA, que também foi
observado em dose baixa, mas ndo de forma dose dependente(RONCHI et al., 2021).
Estd enzima catalisa a dismutacdo do radical superdxido (*Oz27) em peroxido de
hidrogénio (H202). Um aumento em sua expressao pode levar a maior producéo de
H202, que posteriormente é convertido em agua e oxigénio pela catalase. Nossos
resultados, demonstraram valores aumentados de AOPP no corag&o do grupo OXA,
indicando alteracao do equilibrio redox. O desequilibrio redox, também foi observado

no rim destes animais, que aumentou tanto os indices avaliados pela AOPP, quanto
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pelo TBARS, demonstrando que o rim pode ser mais sensivel aos efeitos da OXA. E
bem conhecido que altas concentracdes de ROS podem inativar enzimas, promover
a oxidagdo de proteinas e / ou mesmo promover a peroxidacdo lipidica nas
membranas (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011). A enzima que atua sobre o &nion
superdxido, a SOD1, foi superexpressa, possivelmente para neutralizar a indugdo de

estresse oxidativo causada pelo tratamento com OXA no coragéo.

Até onde sabemos, ndo existem estudos avaliando os efeitos da OXA sobre o estresse
oxidativo. No entanto, alguns estudos usando outro EAA (decanoato de nandrolona)
mostraram que a administracdo cronica de EAA pode perturbar o equilibrio redox,
levando a um estado de estresse oxidativo aumentado. FRANKENFELD e
colaboradores (2014) usando 1 mg / 100g de DN administrado semanalmente por 8
semanas, encontraram diminui¢cdo da atividade da catalase nos rins e figado sem
promover alteracdes cardiacas. Por outro lado, a atividade da SOD foi reduzida
apenas no figado, embora aumentos na expressdo da NADPH oxidase e na produgdo

de H202 tenham sido observados apenas no coragao.

Considerando esses resultados, e apesar de a producdo de H202 e a expresséo de
NADPH oxidase ndo terem sido medidas diretamente no coragdo, nossa hipo6tese
corrobora os resultados de estudo anterior (FRANKENFELD et al., 2014) que mostram
um aumento desses parametros em coragdes de ratos machos tratados com DN.
Assim, em nosso estudo, o aumento na producdo de EROS pode ultrapassar a
protecédo do antioxidante e promover a oxidagéo de proteinas no grupo H-OXA.

Em relacdo aos protocolos que avaliaram o efeito da OXA na funcgéo renal, parecem
demonstrar que os rins dos animais OXA, de forma geral, foram mais afetados do que
o coragao. No rim, observamos alterag8es estruturais (menor peso dos rins, aumento
de colageno, reducao do tufo glomerular e de glomérulos), assim como aumento de
apoptose, inflamac@o e do estresse oxidativo, que podem estar associadas a

alteracao funcional (menor taxa de filtracdo glomerular).

Os efeitos deletérios atribuidos ao uso dos EAA foram demonstrados em diversos
6rgaos importantes para a manutencao da homeostase (CARMO et al., 2011), como
orim (RIEZZO et al., 2014). O rim tem como fungao principal a depuracéo sanguinea
e a manutencao do volume corporal, para tanto € necessario que os néfrons, unidade

funcional do rim, estejam funcionando corretamente.
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Como citado anteriormente, Frankenfeld et al. (2014) estudaram a influéncia do
tratamento com DN no estresse oxidativo em tecidos alvo, como figado, rim e coragéo.
Foi observado aumento desse estresse no rim, caracterizado por redugdo na atividade
da enzima catalase e outros efeitos deletérios sobre o rim foram relatados. POZZI e
colaboradores (2013) observaram dano genético no rim dos animais tratados com
altas doses de DN (15mg/kg) por meio do teste cometa. Em relagdo ao peso renal,
demonstramos redugéo do peso do rim esquerdo e direito nos grupos H-OXA, o que
esti em acordo com os dados da histologia, pela qual observamos reducao do tufo
glomerular e de glomérulos. Diferentemente, HOSEINI et al. (2009) demonstraram
aumento no peso e no volume do rim e do cortex renal nos animais tratados com DN,
esses e outros autores atribuem esse resultado a presenca de receptores
androgénicos no tecido renal, que viabilizam a hipertrofia e hiperplasia dessas células
(GELMANN, 2002).

A literatura indica que os andrégenos podem promover efeitos negativos no rim
(BABICKOVA et al., 2015; GAVA et al., 2011). Testosterona aplicada no pré-natal de
ratos, e observou que este hormonio é capaz de aumentar a proteindria nos animais
tratados (2mg/kg) tanto em machos quanto fémeas, e que o uso do antagonista
flutamida, aboliu esses efeitos. Nas fémeas tratadas com flutamida, houve ainda
aumento do clearance de creatinina, e em machos esse tratamento reduziu deposi¢ao

de colageno intersticial.

Nem sempre a deposi¢éo de coldgeno altera a funcao renal, em estudo realizado em
ratas e tratadas com DN, as mudancas na ultraestrutura renal (deposicdo de
colageno), ndo foram suficientes para promover mudangas no padrdo de excrecdo
renal de creatinina e sédio. Esse mesmo estudo, mostrou aumento da expressao
génica do peptideo natriurético atrial (ANP) no rim, que pode ter sido responsavel para
a ndo alteracéo dos pardmetros renais avaliados (BRASIL et al., 2014).

Avancando nas alteracdes estruturais, Riezzo et al. (2014) evidenciaram que a dose
empregada de DN influencia diretamente nas lesdes renais observadas. Animais
tratados com 10mg/kg/semana apresentaram colapso da ultraestrutura glomerular,
além de aumento nas citocinas pro-inflamatdérias como o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-alfa e a Interleucina 1-beta). O tratamento promoveu aumento da proteina de
choque térmico 90, que associado ao resultado positivo no teste de tunel indica

apoptose tecidual. Esses dados relatam que o tecido renal € um importante alvo para
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a acao dos androgénicos, e os danos nesse 6rgdo podem influenciar negativamente
a homeostase do organismo. O processo inflamatério que pode ter ocorrido nos rins
dos ratos tratados com OXA (aumento de células inflamatdrias), aumento do estresse
oxidativo, reducdo do tufo glomerular, apoptose e maior deposi¢do de colageno,
fatores esses que poderiam explicar a reducdo da taxa de filtracdo glomerular,

conforme observado no nosso estudo, por alteragéo estrutural do glomérulo.

Um paciente adulto é identificado com doenca renal crénica (DRC) quando apresenta,
por um periodo igual ou superior a trés meses com TFG menor que 60 ml/min/ 1,73
m2, ou TFG maior que 60 ml/min/ 1,73 m2, mas com evidéncia de lesdo da estrutura
renal (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002). Ndo podemos comparar nossos
resultados em ratos com os parédmetros utilizados em seres humanos, mas ja
podemos observar a reducao da TFG em ambas as doses de OXA, assim como temos
indicativo de houve leséo da estrutura renal. Mas essa alterac¢ao funcional, pode estar
relacionada ao que ocorre no coragdo, pois é sabido que a DRC representa maior

risco de complica¢des e mortalidade, principalmente as cardiovasculares.

Podemos especular, assim como ocorreu no coragdo, que no rim também possa ter
ocorrido aumento da expressao da ECA, e a ECA aumentada levaria a maior producao
da ANGII. E bem claro na literatura a relagdo desse peptideo e aumento das ERO's.
Na arteriola eferente e tecido renal, a ANG Il aumenta as ERO's (CARLSTROM et al.,
2010; WANG et al., 2004), contribuindo para aumento da RVR em camundongos e
coelhos machos (LAl et al., 2012; WANG et al., 2004).

Adicionalmente, o estresse oxidativo contribui para surgimento e manutencdo de
doencas renais e o tratamento com antioxidantes é capaz de reduzir a injdria renal e
melhorar a FR em ratos SHR machos (RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2003;
SCHNACKENBERG; WELCH; WILCOX, 1998). Dentre os marcadores usados estdo
malondialdeido (indicado pelas analises de TBAR’s) e os produtos de oxidagéo
proteica avancada (AOPP) os quais acumulam-se com a progressao da disfuncéo
renal (SMALL et al., 2012), e no soro de pacientes com DRC (MEZZANO et al., 2001),
assim como encontramos esses marcadores aumentados no nosso estudo, nos rins
dos animais OXA. O acumulo crénico de AOPPs no plasma tem sido associado a
perda de poddcitos, proteinlria e glomeruloesclerose. Além disso, assim como séo
considerados como marcadores de estresse oxidativo, o papel pro-inflamatério desses
compostos também tem sido sugerido (CHEN, 2015; SELMECI, 2011).
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Adicionalmente, a apoptose induzida por AOPP’s pode ser bloqueada pelo pré-
tratamento de podécitos com inibidores da NADPH oxidase e sequestradores de
radicais livres in vitro(ZHOU, et al., 2009), podendo indicar que a apoptose relacionada
ao AOPP esta relacionada a ativacdo da NADPH oxidase (ZHOU et al., 2019)

Nos rins dos animais L-OXA, ndao encontramos aumentado os AOPP, mas
observamos aumento do malondialdeido nos dois grupos tratados. Esse ultimo
marcador, também esta relacionado a prejuizo da fungdo renal. Assim, em uma coorte
de 176 pacientes com DRC estagio 1 a 5, os niveis séricos de interleucina-6 e
malondialdeido foram significativamente aumentados e inversamente relacionados a
TFG, enquanto os niveis séricos de superédxido dismutase e glutationa peroxidase
foram significativamente diminuidos. Deve-se notar que esses marcadores foram
positivamente correlacionados com malondialdeido e negativamente associados com
superdxido dismutase e glutationa peroxidase, e esses fatores endossam ainda mais

a relacdo entre inflamagéo e estresse oxidativo na DRC (XU et al., 2013).

Esses dados da literatura reforcam que os animais do grupo OXA possuem prejuizo
da fungédo renal e que ndo pode ser descartado a hip6tese de que com maior tempo

e/ou maior dose os animais poderiam evoluir para maior prejuizo dessa fungéo.

O estresse oxidativo e a inflamagédo, bem como sua interacédo, séo considerados os
principais pilares na patogénese e progressdo da DRC (OBERG et al., 2004;
TUCKER; SCANLAN; DALBO, 2015; XU et al., 2013). O estresse oxidativo promove
a inflamacdo via formacéao de lipidios oxidados pro-inflamatérios, AOPPs e produtos
finais de glicagdo avangada (DUNI et al., 2019; ESTEBAN et al., 2004). Desta forma,
acreditamos que muitos dos efeitos ndo benéficos da OXA encontrados no presente
estudo, sdo determinados pelo desequilibrio redox que esse EAA determina, de forma

sistémica, uma vez que o corag¢do também foi afetado.

Finalmente, a avaliagdo dos dados ponderais revelou que o peso corporal e testicular
permaneceram inalterados nos animais tratados com OXA, quando comparados ao
grupo CON. Esse resultado corrobora dados de estudo anterior (GROKETT; AHMAD,
1992) no qual néo foi observada varia¢@o no peso corporal final de ratos tratados com
OXA por 27 dias, duracgao de tratamento semelhante a nossa. Embora neste mesmo
estudo haja reducdo do peso testicular, a espécie, a dose e a via de administragao

foram diferentes, além de os dados serem apresentados apenas como peso do 6rgéo,
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enquanto em nosso estudo foi avaliada a relagdo peso testicular / comprimento da
tibia.
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6. CONCLUSOES

Em conclusao, os resultados demonstram que OXA promove alteragdes subclinicas
deletérias, como remodelamento cardiaco patolégico associado ao aumento da
expressdo da ECA e alteracdo nas proteinas mobilizadoras de calcio que podem
afetar a funcédo cardiaca em longo prazo, embora, nas condicbes experimentais

utilizadas no nosso estudo, ndo foi observada alteragdo nessa funcéo.

Em uma abordagem translacional, podemos inferir que o uso de OXA em humanos,
principalmente em pacientes que apresentam alguma alteracéo da funcéo cardiaca,
deve ser feito com cautela. No entanto, mais estudos pré-clinicos e clinicos sdo

necessarios para avaliar seu uso em doses abusivas.
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Low and high doses of oxandrolone promote pathological cardiac
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remodeling in young male rats
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ABSTRACT

Keywonds:

Anabalic androgenic steroid
cardiac remodeling

Cardine enntmetility
Angiotensin.converting enryme
Henin-angiotensin system
Oxidative stress

Oxandrolons (OXA) used in clinical practice, howeves, its misuse i frequent, including by adolescens purmuing
a1 aesthetic goal. However, the impacts of noxiow doses on the cardiovascular system remain

At To imvestigate cardiac df:cn of OXA in low (LD) and high (HD) dnnm.

Methods Male Wistar were dinto 3 i l groups: comtrol (CON), LD, and HD.
Crly the CON group recsived the caiar (carbaxymethylcelluloce, 0.5%), while the LD and HD grouga received,
respectively, 2.5 and 57.5 mg/kg/day of OXA 1z gavage for 4 weeks. The hemodynamic parametess (+dP/
demax, —dP/dmin, and Tau) and cardiac autonomic tonus wene aeesmed. Heasts wene setrieved for histological
analyees and oxidasive stress evaluation. Expression levels of calcium-handling protein: wers messured by
western blot.

Rsuh.Tth)h::um:n:dmnngmrhurh:unhxomqumdm candiac autonomic tonus. Howeves,

cardiac hypertrophy, collagen deposition, and i ~converting enzyme (ACE) expession were
sbserved in3 dose-dependent wsy. Also, he p-phospholsmban (5-PLB)/PLB rato was observed to decresse and
increase, respectively, in the 1D and HD groups; the L Jum calcium ATPase 23

(SERCAZ2)/PLB ratia being higher in bath groupe OXA increazed SOD] expression and deczexsed caralaze
expresion anly in the LD group, and protein oxidation was increased in HD.
erhnamﬂwﬂndmaofohcnuldp\:mpaﬂw]nﬂa] candiac remodeling, probably via icreased ACE, and
thase affaces were bated in the HD but eardise iliry was noe affacted regandles: of the
doce.
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Oxandrolone treatment in juvenile rats induced anxiety-like behavior in -
voung adult animals
Nara Rubia D. Bernardina *, Randriely Merscher Sobreira de Lima®, Silas N. Ronchi®,
Edgar M. Wan Der Mass ", Glauciene J. Souza®, Livia C. Rodrigues *, Nazaré § Bissoli®,
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Aims Oxandrolons (0XA) is a synthetic steroid wed for the treatment of dinical conditions asmociated with
ehavior catabolic states in humans, inchading cliildren. Howeves, its behavioral effects are not well knoven. Our goal was
cmandrolane 1o evaluate the anxisny-lke behavios induced in young adult sats aftes the weatment of juvenile animals widh
duvenile rats oA

ety Methods Four-weeh-old male rats wese separated into three gooups: Gontrol (CON), therapeutic-like 00A dose

(TD), and excessive OXA dose (ED), in which 2.5 and 37.5 mg/hg/day of OXA wese administerad

via gavage for

four weeks for TD and ED, respectively. Behanvior was evalmm]duuuglnhd.wamlplmm(m]mdapm
Field (OF) testz_ Protein jar of i CAT), ide di (30D}, Tumor necrosiz factor-a (THP-
al, and dopamine mepwm"{nrmbmxnalr_admmmp]m of the hippocampuz, amygdala, and pre-

frontal cortex by Western Bloz.

Resules- OXA induced anxiety-like behaviarn in both TD and ED animals; it decreased the time cpent in the apen
aremis of the EPM in both groups and reduced th time spent in the cantral zone of the OF in the TD group. In the
hippocampus, CAT expramion was higher in TD compared with both control and ED animalz No differences uere
fouund in the amypdala nd peafronts] eactex. TNF<1, SOD, and DrD2 lavels ware not slrered in any of the sssaszed

arean

Conelusions Treatment of jvenile rato with OXA lad to annetyhhkebdlm.ulmvmmgadul(anmalnm-g:ﬂﬂa&d

the dose used, with minor changes in the antiowid: b v located in the hi
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Chronic and acute effects of kefir: the role of
angiotensin converting enzyme inhibition
instead of nitric oxide balance

Taden Uggere de Andrade', Karolina Silva Schumaclker',
Earina Silva Schumacker!, Gabriela Coutinho', Mahira Sabino Rezende',
Silas Nascimento Ronchi?, Ieda Carneiro Kalil', Mirian de Almeida Silva-Cutind',
Ewelyne Miranda de Lima', June Ferreira Maia', Girlandia Alexandre Brasil-"

!{Pharmaceutical Sciences Graduate Program, Univerzity Fila Velha, Vila
Velha, ES, Brazil, *Physiclogical Sciences Department, Health Sciences
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Probiotic consumption promotes mmetons health benefits. The aim of this smady is 1) to evaluate the
antilyypertansive effect of kefir in a hypartension rat mode] cansed by the administration of the nitric
oxide synthesis inhibitor, L-MAME, and 7) to evaluate the acute angiotensin converting enzyme (ACE)
inhibitory activity of the soluble nonbacterial fracton (SMEF) of kefir To develop the first aim, mala
Tats were separated into three groups: control group (C) treated with 0.3 mL/100 g of milk; L-MAME
group (L) received 10 mg/kg of said inhibitor; and Kefir zroup (E) trested with 0.3 mL/100 £ ofkefir
phus L-HAME (10 mz'kg of said inhibitor). The treatments were given by orzl gavage twice a day
fior four weeks. For the second aim™nstead additionally, male rats recefved angiotensin I (fn bofus) in
three doses (Ang I: 0.03, 3 and 300 pz/kz) and were separared into two groups: 8) received capopril
(30 mz kg iv) and bjreceived SNBF of kefir (5 mL kg i v). Blood pressure were evalated before and
after Anz T After restment, hemodynamic parameters were evaluated, heart weizhs was recorded,
and body weizht g2in was caloalated. SNEF of kefir did not decrease the blood pressure for L-HAME-
‘treated animals, snd no changes were observed in the cardiac parameters. However, the SNBF of kefir
demonsirated acute inhibition of ACE in vivo similar to thar of captopril. Thus, our results suzgest
that kefir may improve buman cardiovascolar systems by using mechsnizms independent of nitric
oxide syntheses Addivionally, the renin angiotensin system is probably the most important system
imvolved in kefir effect regarding hypertension.

Keywords: Mimic oxide. Blood pressure. Probiotic. ACE inhibitien. Soluble nonbecrerial faction.



