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RESUMO

Os objetivos do estudo foram investigar o prejuizo produzido pelo Decanoato de
Nandrolona (DN) no reflexo Bezold-Jarisch (BJR) na dose de 20mg/Kg, e examinar
os efeitos cardiotoxicos do DN com essa dose. Foram administrados em oito ratos
wistar machos DN (20mg/Kg; DECA) ou veiculo (animais controles; CONT) durante
4 semanas. Apos o periodo de tratamento, o RBJ foi avaliado pela mensuracao das
repostas hipotensoras e a bradicardia que eram provocadas pela administracdo de
serotonina (2—32 pg/kg). A presséao arterial média (PAM) foi avaliada e a hipertrofia
dos midcitos cardiacos foi determinada pela relacdo massa do coracdo/massa
corporal (COR/MC) e analises morfométricas. Deposicdo de colageno na matriz
extra celular (MEC) por analise histolégica de amostras coradas em vermelho por
picrosirius. Niveis de citocinas inflamatérias cardiacas e atividade da enzima
conversora de angiotensina (ECA) foram avaliados juntamente com o biomarcador
de lesédo cardiaca, troponina I. Animais do grupo DECA mostraram aumento da
deposicao de colageno tipo | na matriz (p < 0.01) e da atividade da ECA cardiaca (p
< 0.01) comparado com o grupo CONT. Interleucina (IL)-10 estava reduzida (p <
0.01) e os niveis de citocina pro-inflamatérias (TNF-a and IL-6; p < 0.01)
apresentaram-se elevados no grupo DECA em relacdo ao grupo CONT. Foi
observada injaria cardiaca no grupo DECA pela observacéo da reducédo da troponina
cardiaca | (p < 0.01). Os animais do grupo DECA também desenvolveram hipertrofia
cardiaca (CONT: 3,13+0,07 mg/g vs DECA: 3,79+0,12 mg/g; p < 0.01) e reducéo da
sensibilidade do RBJ. A PAM dos animais tratados com DECA atingiram niveis
hipertensivos comparada aoo grupo controle (CONT: 99+2 mmHg vs DECA: 1487
mmHg; p<0,01). Concluimos que a dose de 20mg/Kg de DN provoca efeitos
carditoxicos, com remodelamento e injlria cardiaca. Essas alteracdes cardiacas
reduzem a sensibilidade do RBJ. Juntas, essas anormalidades contribuem para o

desenvolvimento de hipertensédo nos animais do grupo DECA.

Palavras chaves: Agentes anabdlicos; IL-10; IL-6; TNF-qa; reflexo cardiopulmonar;

Troponina I.



ABSTRACT

The aims of this study were to investigate the damage produced by nandrolone
decanoate (ND)-blunting of the Bezold-Jarisch reflex (BJR) at dose 20mg/kg, and to
examine the cardiotoxic effects of ND at this dosage. Male Wistar rats were
administered either ND (20 mg/kg; DECA) or vehicle (control animals; CONT) for 4
weeks. After the treatment period, the BJR was evaluated by measuring the
bradycardia and hypotension responses that were elicited by serotonin administration
(2—32 pg/kg). Mean arterial pressure (MAP) was assessed and myocyte hypertrophy
was determined by the heart mass/body mass (HM/BM) ratio and by morphometric
analysis. Matrix collagen deposition was assessed by histological analysis of the
picrosirius red-stained samples. Cardiac inflammatory cytokine levels and
angiotensin-converting enzyme (ACE) activity were evaluated as well the biomarker
of cardiac lesion, troponin I. Animals from the DECA group showed enhancement of
matrix type | collagen deposition (p < 0.01) and cardiac ACE activity (p < 0.01)
compared with the CONT group. Interleukin (IL)-10 was reduced (p < 0.01) and the
levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-6; p < 0.01) were augmented in
the DECA group in comparison with the CONT group. Cardiac injury was observed in
the DECA group by the reduction in cardiac troponin | (p < 0.01) compared with the
CONT group. Animals in the DECA group also developed cardiac hypertrophy
(CONT: 3,13+0,07 mg/g vs DECA: 3,79+0,12 mg/g; p < 0.01) and reduction of BJR
sensitivity. The MAP of animals treated with ND reached hypertensive levels
compared with the CONT group (CONT: 99+2 mmHg vs DECA: 14817 mmHg;
p<0,01; p < 0.01;). We conclude that the dose of 20mg/kg of ND elicit cardiotoxic
effects with cardiac remodelling and injury. Cardiac changes reduce the BJR
sensitivity in a dose-dependent manner. Together, these abnormalities contributed to

the development of hypertension in animals in the DECA group.

Key words: Anabolic agents; IL-10; IL-6; TNF-a; Cardiopulmonary reflex; Troponin I.



AMPc
ANG I E I
ANOVA
AT1
CEBRID
CK-MB
CONT
DECA
DHT
DN
EAA
ECA

FC

HDL
IAM

MPP

PA

PAD
PAM
PKAEB
RBJ
SRA
TNF-a
VE

LISTA DE ABREVIACOES
ADENOSINA MONOFOSFATO CICLICO
ANGIOTENSINA | E II
ANALISE DE VARIANCIA
RECEPTOR DE ANGIOTENSINA 1

CENTRO BRASILEIRO DE INFORMACOES SOBRE DROGAS

CREATINO KINASE - MB
GRUPO CONTROLE

GRUPO QUE RECEBEU DECANOATO DE NANDROLONA

DIHIDROTESTOSTERONA

DECANOATO DE NANDROLONA
ESTEROIDE ANABOLICO ANDROGENICO
ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA
FREQUENCIA CARDIACA

LIPOPROTEINA DE ALTA DENSIDADE
INSUFICIENCIA AGUDA DO MIOCARDIO
INSUFICIENCIA CARDIACA

MOLECULAS DE ADESAO INTRACELULAR
INTERLEUCINA

LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE
MASSA COPORAL FINAL

MASSA INICIAL

MASSA FINAL

METALOPROTEINASES DA MATRIZ EXTRACELULAR
PRESSAO ARTERIAL

PRESSAO ARTERIAL DIASTOLICA
PRESSAO ARTERIAL MEDIA

PROTEINA KINASE AE B

REFLEXO BEZOLD-JARISH

SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA
VENTRICULO ESQUERDO



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — PAM € FC dOS QIUPOS ...ceiiiiiiieeieetiiitiis e s s s e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e aaaaaaaaees 27
Figura 2 — Reflexo Bezold-JariSh ... 29
Figura 3 — Avaliacao da hipertrofia cardiaca ............c.ccceeeevvviiiiiiiiii e, 31
Figura 4 — ANALISE NiSTOIOQICA .....eeviieiiiiiiiiiie et 32
Figura 5 — Citocinas e atividade da ECA ..o 33

Figura 6 — Troponina | € B-aCtiNa ........coooiiiiiiiiiiiiiiie e 34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Relacdo massa cardiaca massa corporal ............ccceevvvvvvveeeiiiivnnnnnnnnn.



SUMARIO
RESUMO
ABSTRACT
LISTA DE ABREVIACOES
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS

R0 ] 510070 TR 10
1.1 ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS (EAA).....ccceeeeeceeeeeenenns 10
1.2 EAA E CONTROLE REFLEXO DA PRESSAO ARTERIAL .....ccocvevveieiieae, 13
1.3 EAA E MARCADORES DE LESAO CARDIACA........c.cotiieiteeeeee e, 14
1.4 EAAE CITOCINAS ...ttt ettt ettt enn st n e, 15
1.5 EAA E SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA (SRA).....ociieerieeeerieeeee e, 18

2 OBJIETIVOS ...ttt ettt ettt ettt 20
2.1 OBJIETIVOS GERAIS ..ottt ettt saan s 20
2.2 OJETIVOS ESPECIFICOS ....coecviiveeeeeeeeeee ettt 20

3 MATERIAL E METODOS .....oviiiiieeeie ettt sttt eaane e 22
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS ..ottt ettt 22
3.2 ANALISE HEMODINAMICA .......ooieiieee ettt 22
3.3 AVALIACAO DO REFLEXO BEZOLD-JARISCH (RBJ)......c.cooeeevereerierciennns 23
3.4 ESTIMATIVA DA HIPERTROFIA CARDIACA E DETERMINACAO DA MASSA
CORPORAL FINAL ...ttt ettt ettt eaen s 23
3.5 ANALISES MORFOMETRICAS E HISTOLOGICAS.......cccooveeeieeeece e, 23
3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA (ECA) ..ottt ettt ee e eaene e 24
3.7 DOSAGEM DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS CARDIACAS E ATIVIDADE
DA ECA ..o oottt ettt 25
3.8 ANALISE POR WESTERN BLOT DA TROPONINA | CARDIACA .................. 25
3.9 ANALISE ESTATISTICA ..o 26

A RESULTADOS. ...ttt ettt ettt et 27
4.1 PARAMETROS HEMODINAMICOS ......ooviiieieecie et 27

4.2 REFLEXO BEZOLD — JARISCH (RBJ)....cuuuitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 28



4.3 MASSA CORPORAL E A RELACAO MASSA CARDIACA/MASSA

CORPORAL (COR/MOC) ...ttt n e 30
4.4 ANALISES MORFOMETRICAS E HISTOLOGICAS.......ccooeeeeeeeeeeeeeee e 31
4.5 DOSAGENS DAS CITOCINAS CARDIACAS E ATIVIDADE DA ENZIMA
CONVERSORA DE ANGIOTENSINA (ECA) ......oooviiiieeeeeeeeee e se e 32
4.6 TROPONINA | CARDIACA ..ottt ettt 33
B DISCUSSAD ...ttt te et et e et e e st et este st e teste st e steeaeete e 35
LR o10] (o] I U 1Yo 1R 43

T REFERENCIAS ..o ettt 44



10

1 INTRODUCAO

1.1 Esterdides Anabdlicos Androgénicos (EAA)

A testosterona é o principal hormoénio androgénico humano. Ela é produzida nos
homens pelos testiculos e nas mulheres pelos ovarios e glandulas adrenais. E um
derivado do colesterol, caracterizando-se assim como um hormoénio esteroidal. Seus
efeitos fisiologicos sdo divididos em dois tipos: anabdlicos e androgénicos. Os
efeitos androgénicos estdo relacionados com o desenvolvimento das caracteristicas
sexuais primarias e secundarias. As caracteristicas secundarias sdo mantidas
durante toda a vida por um metabdlito ativo da testosterona, que € a
dihidrotestosterona (DHT) (KICMAN, 2008; LIPPI et al., 2011).

A molécula de testosterona tem sido frequentemente usada como modelo para
modificacdes quimicas das propriedades anabdlicas e androgénicas na sintese de
esterdides. De maneira geral todos os esterdides anabodlicos androgénicos sintéticos
possuem estrutura quimica baseada na estrutura da testosterona, com modificacfes
gue geralmente levam a alteracbes das propriedades farmacocinéticas, como
aumento de tempo de meia-vida e biodisponibilidade oral, e das propriedades

farmacodinamicas, como o aumento da sua atividade anabdlica (KICMAN, 2008).

Tanto a testosterona quanto os EAA exercem seus efeitos fisiolégicos por meio de
varios mecanismos diferentes. Esses mecanismos incluem interacdo com receptores
especificos intracelulares pertencentes a superfamilia de receptores nucleares,
denominado de mecanismo genémico, interacdo com receptores de glicocorticéides
e acdes ndo gendmicas (CATO, NESTL e MINK, 2002, HEINLEIN e CHANG, 2002;

KICMAN, 2008; LIPPI et al., 2011).

O mecanismo gendmico envolve ligacdo e ativacado de receptores de andrdogenos
pelos anabolizantes. Esses receptores sdo compostos por um dominio ligante de
DNA e dois dominios de ativacdo transcricional. Apos a ligacdo dos androgenos a
seus receptores, que ficam situados no citosol celular, ocorre a formacdo do

complexo farmaco/receptor ou hormonio/receptor e a migracdo dessas unidades
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ativas para o nucleo da célula onde promovem ativacdo de genes e transcricdo de
RNAmM, que séo responsaveis por alteracbes no funcionamento das células em
qguestado, levando, por exemplo, ao aumento da sintese protéica e crescimento
celular (KICMAN, 2008; LIPPI et al., 2011).

O mecanismo ndo gendmico envolve varias vias de acao dos anabolizantes que nao
estdo necessariamente relacionadas com a ativacao dos receptores citoplasmaticos
androgénicos, geralmente com inicio de acdo mais rapido quando comparado com o
mecanismo gendmico, tendo a acdo da testosterona e dos esterdides sintéticos
manifestada em segundos ou poucos minutos e, além disso, este efeito se diferencia
do mecanismo classico da regulacdo da expressdo de genes observado no
mecanismo gendmico (CATO, NESTL e MINK, 2002).

Uma possibilidade para os efeitos néo classicos mediados pelos EAA é a ativacao
de receptores acoplados a proteinas G que sdo capazes de ativar varias vias de
transducdo de sinais intracelulares (CATO, NESTL e MINK, 2002). Existem
evidéncias de que por meio dessas vias nao classicas com a participacdo da
proteina G os EAA podem ativar cascatas de producdo de segundos mensageiros
tais como a de Adenosina Monofosfato ciclico (AMPc) por meio de ativacdo da
enzima Adenilato Ciclase, culminando com a producéo da Proteina Kinase A (PKA)
e ativacdo dos receptores androgénicos citoplasmaticos e aumentar o calcio livre
intracelular. A elevacédo do calcio intracelular ativa cascatas de sinais de transducao
incluindo Proteina Kinase C (PKC), PKA e a MAPK e podem modular a atividade de
fatores de transcricdo. Essa Ultima acao levaria a alteracdes fisiolégicas da célula
sem a participacdo dos receptores androgénicos intracelulares (CATO, NESTL e
MINK, 2002; HEINLEIN e CHANG, 2002; LOSEL et al., 2003).

Além desses mecanismos é possivel obsevar que os EAA podem também
antagonizar os receptores de glicocorticOides. Entre as varias acdes dos
glicocorticéides, destaca-se a sua atividade catabdlica sobre as proteinas
intracelulares. Os EAA podem se ligar a esses receptores e antagonizar a acao
catabolica do cortisol reduzindo a degradacdo de proteinas e aumentando assim a
fixac&o de nitrogénio (KICMAN, 2008).
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Os EAA foram usados com fins terapéuticos pela primeira vez em meados de 1950,
desde entdo a sua utilizacdo vem aumentando, principalmente entre atletas e jovens
gue fazem uso destas drogas de maneira abusiva (EVANS, 2004). Estudo realizado
em uma faculdade Britanica observou a utilizagdo de maneira abusiva de EAA por
jovens e adolescentes, com maior incidéncia nos meninos em relacdo as meninas
(4,4% x 1%, respectivamente). No estudo de Evans (2004), ainda foi constatado que
0 primeiro uso acontecia aos 15 anos ou menos, principalmente em frequentadores
assiduos de academias de ginastica, geralmente motivados também pelo aumento
da massa muscular e o desenvolvimento de corpo escultural promovido pelos
anabolizantes (WILLIAMSON, 1993). No Brasil, levantamentos realizados pelo
Centro Brasileiro de Informacdes sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID) em 2001 e
2005, revelaram que o uso destas substancias triplicou, passando de 0,3% em 2001
para 0,9% em 2005. Isto significa nUmero superior a 1,2 milhdo de pessoas que
declararam fazer uso ou ter usado EAA, de acordo com os dados do CEBRID,
obtidos em 108 cidades brasileiras com populacdo superior a 200 mil habitantes
(CARLINI, 2005).

Embora possuam aplicacBes clinicas importantes, os EAA estdo relacionados com
uma série de efeitos adversos, tanto em atletas, que fazem uso para melhorar seu
desempenho nos esportes, quanto em nao atletas que fazem uso recreacional na
busca de um corpo perfeito (EVANS, 1997; PARKINSON e EVANS, 2006).

Dentre os efeitos adversos relacionados ao uso de EAA podemos citar o aumento da
irritabilidade associado ao um comportamento agressivo (LISE et al., 1999), os
efeitos citotoxicos e carcinogénicos (HANNA et al.,, 2008), porém, 0S principais
efeitos colaterais produzidos pelos EAA encontrados na literatura, sdo aqueles
observados no sistema cardiovascular como, por exemplo, modificacées nos niveis
das lipoproteinas plasmaticas, aumentando as concentracdes das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e reduzindo as lipoproteinas de alta densidade (HDL),
associados a disturbios da coagulacdo, podendo levar ao aparecimento de doencas
ateroscleroticas (LIU et al.,, 2003; FONTANA et al, 2008), alteragbes na

eletrofisiologia cardiaca podendo induzir o desenvolvimento de arritmias cardiacas
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(SILLIVAN, MARTINEZ e GALLAGHER, 1999; MEDEI et al., 2010), e de hipertrofia
cardiaca (ANDRADE et al., 2008; HASSAN et al., 2009) que estéa relacionado com o
desenvolvimento de prejuizo nos mecanismos reflexos que fazem o controle da
presséo arterial, como o reflexo Bezold Jarisch (RBJ), podendo assim, ocasionar o
desenvolvimento de hipertensao arterial (CUNHA et al. 2005; BISSOLI et al., 2009,
UGGERE DE ANDRADE et al., 2011).

1.2 EAA e Controle Reflexo da Pressao Arterial

O controle da pressao arterial (PA) é feito por diferentes mecanismos reflexos, como
0 barorreflexo, os reflexos cardiopulmonares e o quimiorreflexo, que em conjunto
sdo responsaveis pela regulacao rapida da pressao arterial e, disfuncdes nesses
reflexos estdo relacionadas ao aumento dos niveis pressoéricos e desenvolvimento
de hipertensdo (CABRAL et al., 1997; VASQUEZ et al., 1998).

O Reflexo Bezold-Jarisch € um reflexo cardiopulmonar ativado quimicamente por
substancias como bradicinina, serotonina e prostaglandinas. Os receptores do RBJ
encontram-se principalmente concentrados no ventriculo esquerdo. Quando estes
receptores sao ativados promovem diminuicdo na atividade simpatica e incremento
na parassimpatica, gerando hipotensao e bradicardia, promovendo assim a protecao
do miocardio em situacdes isquémicas, que podem levar ao infarto agudo do
miocardio e morte subita (MARK, 1983; AVIADO e AVIADO, 2001).

O Estudo de Andrade et. al. (2008), demonstrou que ratos tratados com Decanoato
de Nandrolona (DN) na dose de 10mg/Kg/Semana, num periodo de quatro semanas,
nao provocou prejuizo na atividade do RBJ. Porém Bissoli et al. (2009) utilizando a
mesma dose do estudo anterior, mas com tratamento mais prolongado (oito
semanas), demonstrou prejuizos na atividade do RBJ. Tanto o trabalho com
tratamento de DN por 4 semanas (ANDRADE et al., 2008), quanto os estudos com
tratamento por 8 semanas (BISSOLI et al., 2009), demonstraram um aumento
significativo na relagéo entre massa ventricular esquerda e massa corporal e uma

reducdo dos numeros de nucleos de miocitos por campo microscopico, indicando a
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presenca de hipertrofia cardiaca. Embora o estudo de Andrade et al. (2008) tenha
observado hipertrofia cardiaca com inicio de processo de remodelamento ventricular
esquerdo e deposicdo de colageno na matriz extracelular, ndo observou
desenvolvimento de prejuizos na atividade do RBJ, provavelmente porque com um
tratamento de 4 semanas com a dose de 10mg/Kg/semana, as anormalidades
morfologicas induzidas pelo EAA no coracdo ndo foram suficientes para causar
prejuizos nos receptores cardiopulmonares. No estudo de Uggere et al. (2008)
observa-se também que os animais tratados com o anabolizante apresentam
bradicardia basal. Esse é um fato que pode colaborar para ndo se observar
prejuizos na atividade do RBJ nos ratos tratados. O estudo de El-Mas et al. (2001)
demonstra que a castracdo de ratos machos atenua a resposta do barorreflexo
sobre a bradicardia e a reposicdo de testosterona € capaz de restaurar essa
resposta. A modulacéo da testosterona sobre a atividade barorreflexa provavelmente
esteja envolvida com o aumento da atividade vagal eferente cardiaca, o que pode
contribuir para que ndo ocorra prejuizo na atividade do RBJ, mesmo com a presenca

de hipertrofia cardiaca, como foi demonstrado por Uggere et al. (2008).

Véarios outros estudos também demonstraram o desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca em animais submetidos ao tratamento com EAA (URHAUSEN, HOPLES,
KINDERMANN, 1989; TRIFUNOVIC et al, 1995, URHAUSEN, ALBERTS,
KINDERMANN, 2004; BEUTEL, BERGAMASCHI, CAMPOS, 2005; TOIT et al.,
2005; PEREIRA-JUNIOR et al., 2006; FERMO et al., 2008). A hipertrofia cardiaca
tem sido negativamente relacionada com os reflexos cardiopulmonares (GRASSI et
al., 1988; GIANNATTASIO et al., 1990; VEELKEN et al., 1994; MEYRELLES et al.,
1998; THOMAS, HEAD, WOODS, 1998; UGGERE et al., 2000; BISSOLI et al.,
2009). Portanto, é possivel que o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca em
animais tratados com DN possa acarretar redugéo da sensibilidade do RBJ, sendo,
ainda, que o tempo de tratamento parece fundamental para o aparecimento do

prejuizo desse reflexo.

1.3 EAA e Marcadores de Lesado Cardiaca
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Em situacdes de injuria do miocardio, a dosagem de alguns biomarcadores pode ser
fundamental para avaliar os riscos dos problemas que estédo afetando o coracdo. Um
marcador importante de injurias cardiacas € a enzima Creatina-Kinase — MB (CK-
MB), que se encontra com suas concentracdes seéricas elevadas quando séo
observadas lesfes cardiacas como em casos de isquemia. As dosagens dos niveis
séricos de CK-MB séao utilizadas clinicamente para auxiliar o diagnostico de
desordens cardiacas (BRANCACCIO et al., 2006).

Embora a CK-MB seja um marcador usado na clinica, no auxilio de diagndsticos de
injuria cardiaca, ela possui baixa especificidade, por isso, alguns dos marcadores
cardiacos mais precisos e mais utilizados na atualidade para diagnosticar varios
tipos de doencas cardiacas, como infarto agudo do miocardio (IAM), sdo as
troponinas cardiacas (MORROW et al., 2007). Elas sdo proteinas estruturais
encontradas nos midcitos cardiacos com a fungéo de controlar a interacdo entre o
ion calcio e as moléculas de actina e miosina. As troponinas cardiacas constituem
um complexo de proteinas com trés isoformas, que sdo as troponinas C, l e T. A
troponina C ndo é encontrada exclusivamente nas células estriadas cardiacas,
podendo ser observada também no muasculo esquelético, enquanto as troponinas T
e | apresentam uma sequéncia de aminoacidos presente apenas nos midcitos
cardiacos, e por isso constituem um marcador altamente especifico para problemas
cardiacos quando suas concentracdes plasmaticas se encontram elevadas
(DAUBERT, JEREMIAS, 2010; TWERENBOLD et al.,, 2011). Poucos estudos
avaliam o a influéncia dos EAAs e troponina. Fontana et al. (2008) demonstrou que
tratamento com EAA aumenta os niveis circulantes de troponina | em camundongos.

Fontana, K.; Oliveira, H.C.; Leonardo, M.B.; Mandarim-de-Lacerda, C.A.; da Cruz-Hdéfling,
M.A. Adverse effect of the anabolic-androgenic steroid mesterolone on cardiac remaodeling

and lipoprotein profile is attenuated by aerobicz exercise training. Int J Exp Pathol
2008;89(5):358-66.

1.4 EAA e Citocinas

Alguns estudos levantaram a hipotese que o DN em doses elevadas € capaz de

estimular a producéo de varias substancias que podem exercer efeito negativo sobre



16

0 coragdo. Dentre essas substancias estao os radicais livres e algumas citocinas
como o Interferon gama e o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (LIN et al., 2011).
As citocinas séo produzidas principalmente pelos leucocitos e exercem seus efeitos
também por meio dessas células, entretanto, células endoteliais e musculares lisas
também podem expressar varias citocinas e/ou seus respectivos receptores (VON
DER THUSEN et al., 2003). O estudo de Xiao et al. (2008) demonstra que 0s
midcitos cardiacos também podem expressar citocinas por meio de producao
autécrina. De acordo com seu estudo coragfes de ratos infartados expressam uma
maior quantidade de RNAm para TNF-a e também da propria proteina. Além disso, o
estudo comprova que essa expressdo de TNF-a em decorréncia do infarto, esta

relacionada a complicacdes graves como arritmias cardiacas.

Uma das formas de classificar as citocinas € de acordo com seu modo de agéo, ou
seja, algumas exercem efeitos inflamatérios e por isso sdo denominadas de
citocinas pro-inflamatorias, dentre elas pode-se citar o TNF-a, as interleucinas 12
(IL-12), IL-18 e IL-6 e o interferon gama. Enquanto outras podem exercer
propriedades anti-inflamatérias, e por isso recebem essa denominacdo. Dentre
essas sao encontradas a IL-4, IL-10 e IL-13 (VON DER THUSEN et al.,2003).

O estudo de Wang et al. (2005) demonstrou que coracoes isolados de ratos machos
castrados e/ou tratados com flutamida, um bloqueador dos receptores de
testosterona, apdés serem submetidos ao processo de isquemia/reperfusao,
apresentam uma menor concentracdo de varias citocinas pro-inflamatorias, dentre
elas o TNF- a e IL-6, quando esses animais sdo comparados ao grupo controle.
Tanto o TNF- a quanto a IL-6 estédo relacionadas com o aumento de incidéncia de
disfuncdo cardiaca em roedores e humanos (MEADOR et al, 2007; XIAO et al.
2008).

Além disso, pode-se afirmar que a producdo de TNF-a no coracdo também esta
relacionada com outros estimulos, como por exemplo, isquemia, que possivelmente
esta associada com “up-regulation” dos genes responsaveis pela producdo do TNF-
a (KAUR et al., 2009). Infartos em ratos tem demonstrado aumento da expressao do
RNAmM de TNF-a em 1 a 4 semanas apos a lesdo (KAUR et al., 2009).
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Além do TNF-q, varios estudos mostram que a IL-6 também esta relacionada com
injaria cardiaca (YANG et al., 2004; WANG et al., 2005; MEADOR et al., 2007).
Yang et al. (2004) fizeram uma correlacdo entre a producdo de IL-6 pelos
cardiomiocitos e hormonios sexuais masculinos e femininos. De acordo com esse
estudo, ratos submetidos a choque hemorragico traumatico, que mimetiza uma
situacdo de hipoxia cardiaca, apresentam um aumento na expressdo génica e da
concentragdo de IL-6. Além disso, é observada nesses animais uma disfuncéo
cardiaca que envolve reducéo da fracdo de ejecdo, aumento da resisténcia vascular,
e disfuncdo ventricular esquerda, numa avaliacdo feita duas horas ap6s o choque.
Seu estudo mostra ainda que quando os animais sdo previamente castrados,
reduzindo os niveis de testosterona e DHT ou tratados com estrégenos, que também
resulta numa reducgéo da produgédo dos horménios masculinos, ocorre uma reducao
na concentracdo de IL-6 nos cardiomidcitos e no prejuizo da funcédo cardiaca, nos
parametros citados acima. Seu trabalho sugere que a depressao da funcéo cardiaca
pode ser devido a “up-regulation” da produgdo de IL-6 por cardiomiécitos em
condicdes de choque hemorrdgico e que o tratamento com horménios sexuais
femininos ou a castracdo estdo envolvidos na preservacdo da funcédo cardiaca,

provavelmente por promover “down-regulation” da IL- 6 nos midcitos.

Diferentemente do TNF-a e da IL-6, a interleucina 10 (IL-10) apresenta propriedades
anti-inflamatérias que contrabalancam o efeito pré-inflamatério daquelas citocinas. A
IL-10 é uma citocina imunorregulatéria que € secretada por uma ampla variedade de
células incluindo linfécitos, mondécitos/macréfagos. Uma de suas funcdes € a de
atenuar a producdo de citocinas pré-inflamatérias pelos macréfagos. Ao contrario do
IL-6, ela diminui a expressdo nas células endoteliais das moléculas de adeséo
intracelular 1 (ICAM -1), molécula de adeséao de célula vascular 1 (VCAM-1) e reduz
a atividade das metaloproteinases da matriz extracelular (MPP), que por sua vez é
induzida pelo TNF-a (VON DER THUSEN et al., 2003).

Na insuficiéncia cardiaca (IC) € obervado um desequilibrio entre as concentracdes
de TNF-a e da IL-10, no qual o primeiro estd em maior quantidade que o segundo, e

esse desequilibrio esta relacionado com a remodelagem cardiaca, uma evolugao
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negativa da doenca e uma piora do prognéstico do paciente (ZANG et al., 2007). O
trabalho de Meador et al. (2007) mostra que camundongos com deficiéncia de IL-10,
apresentam maiores niveis tanto de RNAm para IL-6 quanto da citocina quando
estimulados com LPS, mostrando um aumento transcricional dessa proteina na
auséncia da IL-10. Essas alteracbes foram observadas nos musculos cardiaco e
esquelético e podem estar relacionadas com a idade, ou seja, quanto mais velho o

animal, maior sera é a concentracéo de IL-6.

1.5 EAA e Sistema Renina Angiotensina (SRA)

A atividade da enzima conversora de Angiotensina (ECA) esta elevada em animais
tratados com doses suprafisioldgicas de DN (DO CARMO et al., 2011). A ECA é a
enzima responsavel em converter a Angiotensina | (ANG I) em Angiotensina Il (ANG
II). A ANG Il é um oligopeptideo que tem acdes vasoconstritoras e eleva a pressao
arterial. Sua producéo intracardiaca apresenta-se elevada em coragdes insuficientes
e que apresentam fibrose devido a deposicdo de coldgeno. Provavelmente essas
acOes sdo mediadas por receptores AT1, pois 0 blogueio desses receptores com
farmacos seletivos como Losartan é capaz de reduzir o remodelamento cardiaco
produzido pela ANGIO Il (LEASK, 2010). Além disso, a superexpressao do sistema
renina angiotensina (SRA) esté relacionado com aterosclerose, hipertrofia ventricular
esquerda, insuficiéncia cardiaca congestiva e infarto do miocardio, além de doencas
vasculares cerebrais (FERRARIO e STRAWN, 2006).

Alguns estudos demonstram que as acdes deletérias da ANG Il sobre o sistema
cardiovascular, como inducdo de fibrose cardiaca, hipertensdo arterial e efeito
proliferativo celular, estdo relacionadas com o aumento da producdo de citocinas
pro-inflamatorias como IL-6, TNF-a e TGF-f (FERRARIO e STRAWN, 2006,
ANDRZEJCZAK, GORSKA e CZARNECKA, 2007, LEASK, 2010; DO CARMO et al.,
2011). A ANG Il desenvolve papel chave na regulacdo da resposta inflamatoria
vascular, bem como complica¢gBes futuras, por ativar o recrutamento de células

inflamatorias para o local das injurias arteriais. Ela também regula a expresséo de
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moléculas de adesdo nos vasos sanguineos, quimiocinas e citocinas. (FERRARIO e
STRAWN, 2006).

Diante do exposto e baseado nos estudos anteriores do nosso grupo, levantamos a
questdo: Quais seriam 0s possiveis prejuizos para o sistema cardiovascular em
ratos wistar tratados com dose DN de 20mg/Kg durante um periodo de 4 semanas?
Podemos hipotetizar que uma dose maior do que a usada anteriormente de DN
(10mg/kg) podera ampliar o prejuizo do RBJ. Além disso, é possivel encontrar injuria
cardiaca, devido a relagéo existente entre o anabolizante, citocinas pro-inflamatorias
e SRA. A elucidacéo dos efeitos deletérios do DN sobre o sistema cardiovascular na
dose e tempo propostos nesse estudo, podera ter implicacdes importantes na
demonstracdo dos riscos que o consumo abusivo de anabolizantes pode significar

para 0s seus usuarios.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar os efeitos deletérios do esterdide anabolizante Decanoato de Nandrolona
(DN), na dose suprafisiolégica de 20mg/Kg/semana, sobre o sistema cardiovascular,

em ratos Wistar Kyoto sedentarios.

2.2 OJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Verificar os efeitos do DN sobre os parametros hemodinamicos pressao
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC).

2.2.2. Investigar o efeito do tratamento crénico de DN na dose supracitada, sobre

funcao do reflexo cardiopulmonar Bezold-Jarisch.

2.2.3. Avaliar os efeitos deletérios do anabolizante sobre o musculo cardiaco por
meio das dosagens de substancia que, quando alteradas, podem indicar a presenca

de injuria cardiaca, como a Troponina .

2.2.4. Investigar a consequéncia do uso DN cronicamente sobre a atividade
inflamatoria cardiaca, por meio da dosagem no tecido cardiaco de citocinas pro-

inflamatérias TNF-a e IL-6, e anti-inflamatéria IL-10.

2.2.5. Avaliar a presenca ou ndo de hipertrofia cardiaca no coracdo dos ratos
submetidos ao tratamento com DN e os efeitos negativos que iSso representa para o

coracao dos animais.

2.2.6. Verificar a presenca de remodelagem cardiaca por meio de andlises
histol6gicas, para observar se ha depdésito de colageno na matriz extracelular dos

midécitos cardiacos.
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2.2.7. Investigar a participacdo do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA)
por meio da analise da atividade da ECA, em decorréncia do tratamento com DN, e

sua consequéncia para o sistema cardiovascular.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais experimentais

As investigacdes foram conduzidas de acordo com o guia de pesquisas biomédicas
para o cuidado e uso de animais laboratoriais, e foi aprovado pelo comité de ética de
animais da Universidade Vila Velha (UVV), Espirito Santo, Brasil (n°® 68/ 2009).

Foram utilizados ratos Wistar Kyoto (Rattus novergicus albinus), machos com 3
meses e peso corporal variando entre 250 — 350g. Os animais foram colocados em
gaiolas individuais com acesso a agua e racdo ad libitum e mantidos em ambiente
com iluminagdo artificial (ciclo claro-escuro de 12h) e temperatura de 20 — 25°C.
Foram divididos em dois grupos: a) controle (CONT) (n=8): animais sedentarios
tratados com o veiculo (6leo de amendoim com alcool benzilico, 90:10 v/v), b) DECA
(n=8): animais sedentarios tratados com DN. As doses aplicadas nos animais foram
de 20 mg.Kg*.semana™ divididas em duas aplicagcdes intra-musculares. Tanto
veiculo quanto DN foram aplicados no musculo femoral dos animais por 4 semanas,
sob forma de rodizio, ou seja, uma aplicacéo realizada no musculo femoral esquerdo

e a seguinte no direito e assim sucessivamente.

3.2 Analise hemodinamica

Ap6s o fim do tratamento dos animais, os mesmos foram anestesiados com
pentobarbital sdédico (Hypnol, Cristalia, Brasil; 50mg/Kg, i.p.). O catéter arterial
femoral foi conectado a transdutores de pressao (spectramed — Statham, P23XL,
USA) este estava ligado a um sistema computadorizado (Pentium MMX 233 MHZ) e
um programa para aquisicdo de dados biologicos (BIOPAC — BIOPAC System, Inc.,
Santa Barbara, Califérnia, USA, mod. MP 100”/ serie 94111065). Os valores de
presséao arterial média (PAM), e FC foram aferidos através de um catéter implantado
na artéria femoral, 24horas ap0s a cateterizagéo. A verificacdo da PA e da FC foram
feitas com os animais acordados, portanto sem influéncia do anestésico e feito

sempre pela manha.
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3.3 Avaliagcéo do Reflexo Bezold-Jarisch (RBJ)

O reflexo foi ativado quimicamente pela injecao intravenosa in bolus de 5 doses
randomizadas de serotonina (5-HT; sigma; 2-32 pug/Kg de peso corporal). O reflexo
foi identificado por reducbes dose-dependentes na frequéncia cardiaca (FC) e
pressdo arterial diastolica (PAD), e avaliado por meio do valor relativo maximo de
gueda de FC e PAD apés cada dose de 5-HT (BISSOLI et al., 2000; UGGERE et al.,
2000; ANDRADE et al., 2007; ANDRADE et al., 2008; BISSOLI et al., 2009).

3.4 Estimativa da hipertrofia cardiaca e Determinacdo da massa corporal final

Apos o fim do experimento os animais foram eutanasiados com dose elevada de
pentobarbital s6dico e a massa total do coracdo foi medida. A estimativa da
hipertrofia cardiaca foi feita por meio da relagdo massa cardiaca / massa corporal
(mg/g) (BISSOLI et al., 2000; UGGERE et al., 2000; ANDRADE et al., 2007;
ANDRADE et al., 2008; BISSOLI et al., 2009).

A determinacdo da massa corporal final (MCF) foi feita no dia do experimento. A
comparacao da massa inicial (M) com a massa final (MF) dos animais permitiu a
determinacao da variacdo da massa (Delta) e o percentual de ganho de massa dos

animais.

3.5 Analises Morfométricas e Histoldgicas

Apés a eutanasia, os coracdes foram retirados para que fosse estimada a hipertrofia
cardiaca. ApoOs esse procedimento, o ventriculo esquerdo (VE) de cada coracéo foi
acondicionado em solucao formol neutra a 10% tamponada, por um periodo de 24
horas. Apds a clivagem do coracdo os fragmentos foram incluidos em parafina. Os
blocos de parafina foram cortados em micrétomo rotativo (Leica® RM 2125RT;
Nussloch, Germany), com cinco micrdmetros de espessura. Os cortes histolégicos

foram estendidos em laminas de vidro e corados pelo método de Hematoxilina-
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Eosina (H&E) e Picrossirius, para a avaliacdo morfométrica dos midcitos cardiacos,
hipertrofia celular e da deposicéo de colageno do tipo I no intersticio (JUNQUEIRA et

al., 1979; MONTES, 1996), sob polarizacéo, respectivamente.

A avaliacdo histolégica foi realizada por patologista, sem conhecimento prévio da
divisdo dos grupos, em microscopio otico binocular (Leica DM/LS, Leica — Germany)
acoplado ao sistema de aquisicdo e analise histolégica (MOTICOM 2000; MOTIC
INSTRUMENTS INC., Canada). A analise morfométrica foi realizada pela contagem
do numero do ndcleo de midcitos por campo e pela medida da area do nucleo do
midécito, sob um aumento de 400X (ANDRADE et al., 2008 e 2011; AKAR et al.,
2004, TAKAHASHI, TATSUGI e KOHNO, 2004; TANNO et al., 2011).

3.6 Avaliacédo da atividade da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)

A atividade de ECA foi determinada pela dosagem do dipeptideo Gly-Gly que é o
produto da clivagem do tripeptideo sintético hipuril-glicil-glicina (Hip-Gly-Gly) por
essa enzima, como descrito previamente por Serra et al. (2005). Uma aliquota de
1,0 g de coracédo de rato foi adicionada em tubos de centrifuga contendo 5,0 ml de
tampéo fosfato, pH 8,3 (50mM) e homogeneizado. A mistura foi entdo centrifugada a
3.000g por 40minutos a temperatura ambiente. Para a reagdo enzimatica, uma
aliquota do sobrenadante de coloracdo vermelho claro (concentracao final 100
mg/ml), ou do controle positivo, solu¢do de pulmao de coelho (concentracao final 9,1
mg/ml, Sigma, USA), foi misturado com tampédo do ensaio e com a solugcdo do
substrato composto pelo tripeptideo Hip-Gly-Gly (100 mM; Sigma, USA). Apés a
homogeneizagdo a mistura foi incubada por 35 minutos a 37°C. A reacéo foi
interrompida através da adicdo de tungstato de sédio (300 mM) e &cido sulfarico
(0,33 mM). Foi entdo misturado ao sistema o reagente colorimétrico TNBS (Sigma,
USA) e deixado em repouso na auséncia de luminosidade por 20 minutos. Apos
esse periodo foi feita a leitura da absorbéncia da placa em um leitor de microplacas
de titulagdo (TP-Reader, Thermoplate) a 420 nm contra o branco de reagente. O
branco de reagente foi preparado de igual maneira, porém a solucdo de tungstato de

sbédio e acido sulfarico foi adicionada antes da solucdo enziméatica. O ensaio foi
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realizado na presenca de 10ul de solucdo de captopril (concentracdo final 64 nM)
além de ser realizado em triplicata. A atividade da ECA foi calculada pela seguinte
equacao: % atividade = (A x 100)]/ B, na qual A é a medida da absorbancia em 420

nm do coragdo do rato e B é a absorbancia da solu¢do do pulméo de coelho.

3.7 Dosagem das citocinas inflamatoérias cardiacas e atividade da ECA

As concentragdes teciduais de IL-6, TNF-a e IL-10 foram realizadas em amostras de
tecido cardiaco (50mg) por imunoensaio enzimatico (ELISA; TP-Reader,
Thermoplate), utilizando Kits comerciais (Invitrogen, San Jose, USA), de acordo com
instrucbes do fabricante. Os valores das citocinas foram corrigidos por conteudo
protéico e expressos em picogramas por miligramas de proteinas (MEADOR et al.,
2008).

3.8 Analise por Western blot da Troponina | Cardiaca

O método de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sdodio
(SDS-PAGE) proporcionara uma migracdo de proteinas dependente apenas de seu
peso molecular, haja vista a presenca de SDS, detergente carregado negativamente
gue se liga as regides hidrofébicas das proteinas. Assim, surgem longas cadeias
polipeptidicas com a neutralizagdo da carga intrinseca das proteinas. A utilizacdo de
B-mercaptoetanol, um agente redutor, rompe as ligagdes dissulfeto dessas cadeias
permitindo assim que as subunidades protéicas sejam analisadas

independentemente.

As concentracdes de proteina total nas amostras do coragdo foram determinadas
usando o ensaio de proteina de Bradford, e as amostras de tecido foram
homogeneizadas em tampéo de lise (tampéao Laemmli: 50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 50%
glicerol, 2% SDS, 0.02% azul de bromofenol contendo 5% de 3-mercaptoetanol-
aquecido a 100° C em banho-maria por 4 minutos), tal como descrito previamente

por Boehm et al. (2004). As proteinas foram separadas utilizando eletroforese em
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gel de sodio-poliacrilamida dodecil sulfato, transferidas para membranas Immobilon
polyvinyldifluoride e em seguida coradas com uma solucdo de Ponceau S (Sigma,
EUA). As manchas foram blogueadas com tampéao de lavagem contendo 5% de leite
em p6 desnatado e 0,1% de Tween 20 durante 1 h a temperatura ambiente. Eles
foram tratadas com o anticorpo monoclonal de camudongo contra troponina |
(1:1500, Abcam, EUA) durante 1 h a temperatura ambiente. Apés trés lavagens, 0s
blots foram subsequentemente incubadas com anticorpo policlonal de cabra
secundéario conjugado com peroxidase de rato (1:10000, 1:1500, Abcam, EUA)
durante 1h a temperatura ambiente. As bandas foram visualizadas por coloracéo
com diaminobenzidina (Sigma, EUA) e chloronaphthol (Sigma, EUA). A intensidade
do sinal da troponina | cardiaca foi determinada com ImageJ Software (ABRAMOFF
et al., 2004; RASBAND et al., 2007). Os resultados foram expressos em unidades

arbitrarias.

Em cada ensaio experimental fez-se a normalizacdo em relagcdo ao controle (B-
actina), com vista a diminuir os possiveis erros associados as varia¢gdes nos niveis

das proteinas.

3.9 Andlise Estatistica

Teste-t independente do Student’s foi usado para analise dos dados da PAM basal e
da FC, a relacdo Massa corporal / Massa cardiaca (indice de hipertrofia cardiaca),
massa corporal, numero de midcitos por campo microscopico, a area do nucleo dos
midcitos, as concentracdes de citocinas cardiacas, troponina | e da atividade da
ECA. Os dados das alteracbes da PAD e da FC produzidos pela 5-HT foram
analisados usando ANOVA de duas vias com teste de Fisher para mudltiplas
comparacdes. Os resultados sdo expressos em media = erro padrdo da média

(E.P.M). A significancia estatistica foi definida como p < 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros Hemodinamicos

Apés o tratamento dos animais por 4 semanas com DN pode-se notar um
incremento na PAM do grupo DECA em relacdo ao controle (CONT: 99+2 mmHg vs
DECA: 1487 mmHg; p<0,01;), porém FC ndao foi diferente entre os grupos CONT e
DECA (CONT: 389+8 bpm vs 391+13 bpm), como pode ser observado na figura 1.
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Figura 1: Valor da PAM (mm Hg) e da FC (BPM) nos animais controle (CONT) e tratados
com DN (DECA, 20 mg.Kg'.semana™® ). Os valores representam a média + E.P.M.; **
p<0,01 comparado ao controle.

4.2 Reflexo Bezold — Jarisch (RBJ)

ApoOs a administracdo in bolus de doses crescentes de Serotonina (5-HT), foi
avaliada a diferenca do percentual de queda de PAD e FC entre os grupos. Pode-se
observar uma diferenca entre os grupos CONT e DECA tanto na queda da PAD
guanto na FC. Os animais DECA apresentaram menor queda da FC e PAD quando
comparados aos valores dos animais CONT, demonstrando prejuizo no RBJ no
grupo DECA (Figura 2).
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Figura 2: Avaliacdo da atividade do RBJ por meio do percentual de queda da PAD e da FC;
entre os animais controle (CONT) e tratados com DN (DECA), apés a administracdo de
doses crescentes de 5-HT (2-32 pg/Kg). Os valores foram expressos como média + E.P.M.;
**p<0,01 em relagdo ao grupo CONT.
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4.3 Massa corporal e arelacdo massa cardiaca / massa corporal (COR/MC)

Tratamento com DN reduziu a massa corporal final dos animais tratados com DECA
comparado com o grupo controle (tabela 1). Essa reducéo foi observada também
nos valores percentuais (%) e na variacdo das médias das massas corporais,

representado pelo Delta.

Tabela 1: Massa corporal inicial e final dos animais tratados com DECA.

Inicial(g) Final(g) Delta %
CONT 244+17 311+16 67+12 28+6
DECA 246+11 274+15* 20+8** 8+3**

Valores representam a media £ EPM; *p<0,05 e ** p<0,01 comparado com o grupo controle.

DN também elevou a relagdo COR/MC dos animais tratados comparados aos
animais controles (CONT: 3,13t0,07 mg/g; DECA: 3,79+0,12 mg/g; p<0,01).
Indicando assim o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca nos animais que

utilizaram o anabolizante (Figura 3).
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Figura 3. Avaliagdo da hipertrofia cardiaca por meio da relagdo COR/MC nos animais do
grupo DECA e CONT. O grupo DECA apresentou uma maior relacdo que o grupo CONT,
indicando hipertrofia cardiaca. Os valores foram expressos como média = E.P.M; **p<0,01
em relagdo ao grupo CONT.

4.4 Analises Morfométricas e Histoldgicas

A figura 4 mostra as analises histologicas do coracdo dos grupos CONT e DECA.
Observa-se que o tratamento com DN produziu reducdo no numero de nucleos dos
miécitos por campo observado (CONT: 747.5 + 25 pm? vs DECA: 917.1 + 40 pm? p
< 0.01; Figure 4G). DN também provocou um aumento na area dos nucleos dos
miécitos cardiacos comparado com o grupo controle (CONT: 747.5 + 25 pm? vs
DECA: 917.1 + 40 ym?% p < 0.01; Figura 4H). Além disso, DN aumentou o depdsito
de colageno tipo | nos animais tratados (CONT: 86.9 + 02 mm?, DECA vs 864.1 + 43
mm?; p < 0.01; Figure 4l).
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Figura 4. Andlise Histologica do coracao dos grupos CONT e DECA. Amostras coradas com
0 método Hematoxilina/Eosina (H&E). 400x (A: CONT; D: DECA), e com o método vermelho
Picrosirius: 100x (B: CONT; E: DECA). Amostras vermelho Picrosirius também foram
analisadas sob luz polarizada (C: CONT; F: DECA). Painel G mostra o grafico de barras do
namero do nucleo de miécitos/campo. Painel H mostra o gréfico de barras da area dos
nucleos dos midcitos. Painel | mostra a mensuracdo do coldgeno tipo | da matrix. Analises
morfométricas foram realizadas utilizando Moticam Plus 2000 software. Os valores foram
expressos como média + E.P.M; **p<0,01 em relacédo ao grupo CONT.

4.5 Dosagens das citocinas cardiacas e atividade da Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA)

De acordo com os dados representados na Figura 5 é possivel perceber que as
citocinas proé-inflamatéria IL-6 e TNF—a encontram-se aumentadas em relacao ao
grupo controle. Por outro lado, a citocina IL-10, que possui atividades anti-

inflamatérias encontra-se reduzida nos animais submetidos ao tratamento. A
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atividade da ECA também esta mais elevada no grupo DECA em relacdo ao grupo
CONT.
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Figura 5: O Painel A mostra os efeitos do tratamento com DN na concentragéo tecidual de
citocinas inflamatodrias cardiacas. Painel B mostra que atividade da ECA estava aumentada
no grupo DECA comparado com o grupo CONT. Os valores foram expressos como média +
E.P.M. *p<0,05 e **p<0,01.

4.6 Troponina | Cardiaca

A figura 6 demonstra a dosagem tecidual do biomarcador Troponina | cardiaca,
utilizada para avaliar injdrias cardiacas. Ela esta reduzida no grupo DECA quando
comparada ao grupo CONT. Observa-se nessa figura a analise feita por Western
Blotting (Painel B).
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Figura 6. Efeitos do tratamento com DN no biomarcador de lesdo cardiaca Troponina | e 3
actina. O painel A demonstra o grafico de barras da troponina cardiaca |. O Painel B
demonstra a andlise das amostras por Western Blotting do grupo CONT comparado com o
grupo DECA usando o software Image J. Os valores foram expressos como média + E.P.M.
*p<0,05 e **p<0,01.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho é possivel observar que o tratamento com DN produz uma
reducdo na atividade do RBJ, no controle da frequéncia cardiaca e na pressao
arterial. Essa reducdo no controle do RBJ est4 associada ao desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca, fibrose do miocardio, reducao da citocina anti-inflamataoria IL-10,
aumento da citocina pré-inflamatéria IL-6 e TNF-a e aumento na atividade da ECA
cardiaca. Nossos dados também indicam a presenca de remodelamento cardiaco e
subsequente injaria do miocardio como € indicado pela reducdo da troponina
cardiaca |I. Como resultado dessas alteracdes, os animais tratados com DN

demonstraram aumento na PA que atingiu niveis hipertensivos.

Os animais tratados com DN apresentaram niveis basais da PAM mais elevados
guando comparados com o grupo controle. Os androgenos podem modular a
pressdo arterial. Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) intactos apresentam
niveis pressoricos mais elevados quando comparados com SHR castrados. A PAM
volta a subir nos animais gonadoctomizados e submetidos a reposicao de
testosterona (CHEN, NAFTILAN, OPARIL,1992). Nossos dados relacionados ao
desenvolvimento de hipertenséo arterial nos animais tratados com DN, assim como
dados anteriores do laboratério (UGGERE DE ANDRADE et al., 2011), que
submeteu ratos Wistar ao tratamento com DN na dose de 10mg/Kg num periodo de
8 semanas e obteve elevacdo da PAM (DN: 109+2 mmHg; CONT: 98+1 mmHg),

reforcam o papel dos androgénios em elevar 0s niveis pressoricos em ratos.

Hipertrofia cardiaca é uma das alteragcbes morfolégicas conhecidas induzidas pelos
EAA (BEUTEI et al., 2005; PELOUCHET et al.,, 1994; URHAUSEN et al., 1989;
TRIFUNOVIC et al.,, 1995, UGGERE DE ANDRADE et al.,, 2011), mesmo em
condi¢cbes sedentarias (BEUTEL et al., 2005; PELOUCHET et al., 1994; ANDRADE
et al.,, 2008). O Mecanismo pelo qual o EAA induz a hipertrofia e 0os prejuizos
observados nas células musculares cardiacas por alguns autores (HASSAN et al.,
2009; MEDEI et al., 2010), e também no nosso estudo, pode ser atribuido a
receptores androgénicos, destinados a ligagdo com a testosterona fisiolOgica,

presente no sistema cardiovascular, incluindo o endotélio vascular humano, células
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musculares lisas, macréfagos e midcitos cardiacos. Sendo os EAA moléculas
semelhantes a testosterona, podem se ligar a receptores androgénicos no miocardio
e modular diretamente a transcricdo e traducéo de proteinas e a funcédo de algumas
enzimas (MARSH et al.,, 1998), uma dessas enzimas pode ser a ECA, como

demonstrado em nosso estudo.

O aumento da atividade da ECA induzida pelo DN no nosso estudo esta em acordo
com a literatura, igualmente a possivel relagdo do SRA com a deposicao de
coldgeno e a hipertrofia cardiaca (ROCHA et al., 2007; DO CARMO et al., 2011). O
estudo de Rocha et al. (2007) mostra que os animais tratados com DN tiveram
aumento na deposicdo de colageno tipo | e Il no miocardio e que esse efeito é
decorrente do aumento da atividade da ECA cardiaca e responsavel pela hipertrofia
cardiaca observada nesses animais. No estudo de Rocha et al. (2007) ainda é
observado aumento de 60% na expressdao de receptores AT1 no coracdo dos
animais tratados em comparacdo ao grupo controle. Além disso, o trabalho de Do
Carmo et al. (2011) mostra o aumento da produgcdo de Aldosterona e fatores
inflamatoérios como TGFB e osteopontina e a indugcdo de fibrose cardiaca com
deposicao de colageno no tecido, induzidos pelo DN. Adicionalmente, 0 aumento do
colageno na matriz extracelular do coracdo parece ser um dos principais fatores
relacionados ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca que ocorre devido ao uso
de DN (ROCHA et al, 2006).

Um dos mecanismos pelos quais a ANG Il promove o remodelamento cardiaco é
induzindo a producao de citocinas com carater pré-inflamatérias como o TNF-a e IL-
6 (discutiremos abaixo o papel das citocinas nas alteracdes cardiacas ocasionadas
pelo DN). A inoculagdo de LPS em ratos SHR aumenta significativamente a
producdo dessas citocinas, porém, quando os animais sdo tratados com inibidores
da ECA e antagonistas de receptores AT1, é observada a reducdo das mesmas.
Isso demonstra que a ANG Il é capaz de desencadear uma resposta inflamatéria,
gue é extremamente prejudicial para o miocéardio, e que as drogas que reduzem ou
bloqueiam a acdo do SRA, apresentam papel imunomodulador ao atenuar as acgoes
da ANG Il (ANDRZEJCZAK et al., 2007).
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Nossos resultados indicam que o DN prejudica o0 RBJ. Pode-se considerar esse
prejuizo como um mecanismo dose-dependente do anabolizante, porque em
estudos prévios, animais tratados com metade da dose do anabolizante e no mesmo
intervalo de tempo ndao demonstraram nenhuma alteragdo na atividade do RBJ
(ANDRADE et al., 2008). Nosso grupo também demonstrou previamente um efeito
tempo-dependente do DN sobre o RBJ (ANDRADE et al., 2008; BISSOLI et al.,
2009). Quando foi realizado tratamento por 8 semanas na dose 10mg/Kg de DN,
observamos elevacdo na pressdo arterial. Os valores ndo chegaram a niveis
hipertensivos, mas 0s animais ja apresentavam pequeno prejuizo na atividade RBJ
(BISSOLI et al., 2009). Sendo assim, é possivel entender que o aumento na dose de
DN, num periodo menor de tempo de exposicdo, pode aumentar os efeitos

deletérios do esterdide anabolico sobre o sistema cardiovascular.

Uggere e colaboradores (2000) demonstraram que a hipertrofia cardiaca
apresentada em ratos espontaneamente hipertensos € um fator preponderante na
reducdo da sensibilidade do RBJ e que o tratamento com Enalapril, reduz a
hipertrofia e, por conseguinte melhora o reflexo. Em outro estudo do nosso grupo
(ANDRADE et al., 2008), utilizando tratamento com DN de 10mg/kg por 4 semanas
em ratos, foi observada uma discreta hipertrofia cardiaca, mostrada por meio da
analise histoldgica, entretanto a atividade do RBJ ndo estava alterada. Bissoli et al.
(2009) posteriormente, utilizando tratamento mais prolongado com DN (8 semanas)
observou hipertrofia cardiaca e prejuizo na sensibilidade do RBJ. Dando
continuidade aos estudos com DN, nosso grupo demonstrou que existe uma intima
relacdo entre o tratamento com o anabolizante, prejuizo no RBJ e o SRA. Para isso
0os animais receberam DN e Enalapril concomitantemente. Nos animais DN e
tratados com enalapril a resposta do RBJ néo foi alterada, ou seja, a inibicdo da
ECA é capaz de prevenir o prejuizo no RBJ provocados pelo anabolizante
(UGGERE DE ANDRADE et al.,, 2011). Essa melhora na resposta do RBJ nos
animais submetidos a tratamento com DN é devido provavelmente as melhoras nos
parametros cardiovasculares, como a prevencao da hipertrofia cardiaca, produzida

pelo Enalapril, ao reduzir a atividade SRA.
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Vérias citocinas tem sido relacionadas com remodelamento e injaria cardiaca (WEI
et al., 2001; DO CARMO et al., 2011). Wei et al. (2001) observou que a intensidade
da injuria do miocérdio esta relacionada com a liberacao de citocinas, desta forma foi
de nosso interesse investigarmos o perfil de citocinas pré6 e anti-inflamatodrias.
Nossos resultados demonstram que dose alta de DN foi capaz de elevar as
concentracdes teciduais ventriculares de TNF-a e IL-6 e reduzir de IL-10. O estudo
de Du Toit e colaboradores (2005), utilizando o anabolizante Laurato de Nandrolona,
realizou dosagens de TNF-a diretamente no tecido cardiaco e demonstrou maior
concentragdo no grupo tratado do que no grupo controle. Meador et al. (2007)
observou um alto conteddo de citocinas pré-inflamatorias, como o IL-6 e TNF-q,
induzido pela administracdo de LPS em camundongos knockout para IL-10, que ao
contrario das anteriores apresenta propriedades anti-inflamatérias, e que quanto
maior o desequilibrio entre as concentracdes de citocinas anti e pro-inflamatdrias,
maiores Sao 0s prejuizos para o miocardio. Desta forma, no nosso estudo podemos
inferir que os animais tratados com DN apresentam um estado pro-inflamatorio,

podendo acarretar consequéncias deletérias para o miocardio.

O provavel mecanismo para a producao de citocinas pro-inflamatérias no coracéo
envolve a participacdo de uma proteina encontrada nos miécitos cardiacos
denominada MAP-Kinase p38 (p38 MAPK), pois a producédo tanto do TNF-a quanto
da IL-1B nessas células depende da translocagdo do NF-kB, que pode ocorrer pela
ativacdo da via da p38 MAPK (WANG et al., 2005). De acordo com o estudo de
Wang e colaboradores (2004), os EAA como o DN, podem também elevar p38
MAPK e consequentemente promover a elevacdo do TNF-a, como é observado no
nosso trabalho. O TNF-a seria capaz de provocar ou agravar a injlria no coragao por
inducdo de apoptose de células cardiacas apos a isquemia (SHEN et al., 2006;
KAUR et al, 2009). O TNF-a aumenta a expressdo e a atividade da
metaloproteinase da matriz extracelular (MMP-2) tempo e dose-dependente e
aumenta o percentual de apoptoses das células cardiacas (SPINALE, 2002). Esses
efeitos provavelmente sdo mediados pela MMP-2, pois a inibicdo dela, com
farmacos ou anticorpos especificos, reduz significativamente o grau de apoptose nos
midcitos cardiacos (SHEN et al., 2006).
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Assim, em nosso estudo demonstramos aumento significativo no TNF-a induzido
pelo DN, isso nos levaria a presumir um aumento concomitante na expressao e na
atividade da MMP-2 que poderia desencadear processos apoptéticos em células
cardiacas (SHEN et al., 2006), o que por sua vez, poderia explicar o remodelamento
cardiaco observado no miocardio dos animais tratados com os anabolizantes

mostrados nesse estudo.

A IL-6 é apontada como uma citocina pro-aterogénica, pois estudos in vitro tem
demonstrado um efeito de “up-regulation” sobre moléculas de adesao nas células
endoteliais, ativacdo de macréfagos e proliferacdo de células musculares lisas.
Dessa forma a IL-6 pode até ser usada como marcador para desenvolvimento de
doencas ateroscleroticas periféricas (TZOULAKI et al., 2005; VON DER THUSEN et
al., 2003). A IL-6 e seu receptor soltvel sdo liberados pelos macréfagos e a proteina
gp130, que é constitutiva em muitas células, passa por um processo de “up-
regulation”. Apds esses dois eventos, ocorre a ligagao da IL-6 com seu receptor na
célula, levando a ativacdo da gp 130, num processo denominado de
transcinalizacdo, que sera provavelmente o responsavel pelo processo de
proliferacéo celular. A ativacdo da gp 130 pela IL-6 e por todas as demais citocinas
que fazem parte de sua familia € o evento central para as acdes dessas proteinas
com carater pro-inflamatério (VON DER THUSEN et al., 2003).

O papel da IL-6 no coracdo € bastante complexo. Ela esta relacionada com o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca como demonstrado no estudo de Hirota e
colaboradores (1995), que utilizou camundongos transgénicos, dentre os quais havia
um grupo que ndo possuia 0s genes nem para IL-6 nem seu receptor e outro que
tinha superexpressdo de ambos. Nesse Ultimo grupo é observado hipertrofia das
células do miocardio que ocorre provavelmente devido a ativacdo da proteina
sinalizadora gp130, decorrente da acéo da IL-6 em seus receptores presentes nos
midcitos cardiacos. Sendo assim, além dos provaveis mecanismos explicados
anteriormente, que podem ser responsaveis pelo aumento da massa cardiaca em
relacdo a massa corporal observado nos animais tratados, o aumento da IL-6
provocado pelo anabolizante, pode ser mais um evento que esteja envolvido nessa

situacao.
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O trabalho de Schieffer e colaboradores (2000) demonstra que um dos mecanismos
que aumenta a producdo in vitro de IL-6 é a ligagdo da Angiotensina Il em
receptores AT1. Quanto maior for a atividade SRA, maior seréa a producédo da IL-6.
In vivo o0 estudo de Schieffer e colaboradores (2000) demonstra que em sindrome
coronaria aguda, na regido onde se encontra a placa de ateroma, é observada a
expressao elevada de IL-6, concentracdo abundante de macrofagos e ANG Il. Além
disso, € observado também que na presenca de Losartan, um antagonista seletivo
dos receptores ATy, a producdo de IL-6 fica significativamente reduzida. ISso nos
mostra que a ANG Il € um potente regulador da reacao inflamatoria, principalmente
em lesdes ateroscleréticas e que a IL-6 participa ativamente desse processo, além
de demonstrar que uma via responséavel pela producéo da IL-6 € o SRA. No estudo
atual foi verificado aumento na atividade da ECA no grupo tratado, e como essa
enzima é responsavel pela transformacédo de ANG | em ANG Il, podemos especular
que, provavelmente, o aumento da atividade da ECA e consequentemente de ANG Il

possa ser um fator envolvido no aumento da IL-6 nesses animais.

Nosso estudo demonstra que o tratamento com DN produz tanto aumento das
concentracfes cardiacas de TNF-a, quanto da atividade da ECA, e parece existir
uma associacao entre essa citocina e o0 SRA, assim como ja foi descrito para IL-6. O
estudo de Gurantz et al. (2003) demonstra que fibroblastos cardiacos de ratos em
cultura de células, quando submetidos a tratamento com TNF-a, tem aumento na
expressdo do RNAm para o receptor AT, e up-regulation de receptores AT; nas
superficies dessas células, aumentado assim a acdo da ANG Il sobre os fibroblastos
cardiacos. O aumento dos receptores AT1 ndo leva a reducao de sua sensibilidade
e sdo tempo e dose-dependentes de TNF-a. Outro estudo demonstrou que o0s
fibroblastos estdo envolvidos no processo de remodelamento cardiaco por meio do
aumento de producdo de proteinas da matriz extracelular como o colageno e
fibronectinas e que esses efeitos sdo aumentados pela acdo da ANG Il mediado por
receptores AT; (LEASK, 2010). Além disso, o estudo de Carrasco et al (2010),
demonstrou que varios inibidores da ECA (IECA) sdo capazes de reduzir as
concentragdes plasmaticas de TNF-a em ratos SHR, mostrando assim que essas

drogas também possuem propriedades anti-inflamatorias ao reduzir citocinas pro-
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inflamatodrias. Seu estudo associa a reducdo dessa citocina com a reducdo da
hipertrofia ventricular observada nesses animais apds o tratamento. Juntos, esses
estudos demonstram uma intima relacdo entre TNF-a e o SRA, no qual a citocina
aumentada seria capaz de estimular a atividade da ANG Il por meio do aumento de
receptores AT1 na superficie de células como os fibroblastos cardiacos e o SRA
estimularia a producédo de TNF-a, provavelmente via NF-kB (GURANTZ et al. 2003;
CARRASCO et al., 2010; LEASK, 2010).

Além de demonstrar que o DN é capaz de promover um aumento das concentracdes
de citocinas com carater pro-inflamatério como o TNF-a e a IL-6, este estudo
também apresenta uma reducéo das concentracdes de IL-10. A relacéo IL-10/TNF-a
tem sido adotada como indicador do estado inflamatério e quanto menor for essa
relacdo, piores sdo os prognosticos apresentados para situagdes como insuficiéncia
cardiaca e infarto agudo do miocardio (KAUR et al., 2006). E descrito na literatura
que a IL-10 é capaz de promover down regulation na producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF-a (SCHOTTELIUS et al., 1999; KAUR et al., 2009). De
acordo com o estudo de Schottelius et al. (1999) a IL-10 é capaz de reduzir a
formacdo de TNF-a por impedir a translocacdo do NF-kB do citoplasma celular até o
ndcleo onde ocorreria a ativacao dos genes para producao da citocina. Além disso, é
observado nesses estudos que a deficiéncia na producao de IL-10 esta relacionada
com o aumento da expressao de TNF-a, como também foi observado nesse estudo,
e uma exacerbacdo de seus efeitos deletérios sobre o coracédo (KAUR et al., 2006;
DHINGRA et al., 2007; KAUR et al., 2009).

Nossos dados demonstram ainda, uma grande cardiotoxicidade provocada pelo DN,
indicada pela reducdo do biomarcador de lesGes cardiacas Troponina |. O estudo de
Zaugg et al. (2001) mostrou que cultura de células de midcitos ventricular de rato
guando submetido a tratamento com esterdides anabolizantes possui um percentual
de viabilidade menor do que o grupo controle e essa viabilidade é dose-dependente,
promovendo acentuada reducdo no nimero de células na cultura em concentracdes
de EAA muito elevada. Ainda de acordo com esse trabalho é possivel perceber que
a alteracdo na quantidade de células é devido a inducédo da apoptose dos midcitos

pelo anabolizante, pois se observa uma grande fragmentacdo do DNA nessas
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células e uma reducdo na relacdo entre as proteinas ndo apoptética Bcl-2 e a
apoptoética Bax, com aumento dessa ultima e reducdo da primeira. Baseado nos
dados de Zaugg et al. (2001) podemos especular que o aumento do colageno no
tecido cardiaco, como observado no nosso estudo, seja resultado de processo
apoptotico das fibras cérdicas induzida pelo anabolizante, e que isso também pode
ter resultado nas alteracdes observadas nas concentracdes da Troponina | cardiaca.
Com a reducédo dos midcitos do ventriculo esquerdo que é possivel ocorrer devido a
apoptose no grupo DECA, baseado nos dados da literatura discutidos acima, pode-
se esperar que o local ocupado por essas células anteriormente, seja preenchido
com tecido cicatrizante, como o colageno, além disso, com a morte das células
cardiacas, podera ocorrer um aumento das concentracées plasmaticas de troponina
| e, consequentemente, uma reducdo na concentragdo desse biomarcador no tecido
cardiaco (DAUBERT e JEREMIAS, 2010).

Véarios estudos podem demonstrar uma relacdo entre o aumento do TNF-a e
reducdo da Troponina | no tecido cardiaco (ZAUGG et al., 2001; SHEN et al., 2006;
DAUBERT e JEREMIAS, 2010). Isso ocorre provavelmente porque o tratamento com
DN causa efeitos prejudiciais as células cardiacas, promovendo aumento do TNF-a
e consequentemente um estado inflamatorio nesse tecido (HUGHES et al., 1995; DU
TOIT etal., 2005; LIN et al., 2011). O aumento da citocina pré-inflamatéria pode ser
um dos mecanismos responsaveis pela redu¢do na concentracdo tecidual da
troponina | observado nos nossos resultados, pois ela é capaz de induzir apoptose
dos cardiomiécitos (ZAUGG et al., 2001;SHEN et al., 2006), levando a morte das
células cardiacas ventriculares, o que consequentemente provocaria reducdo da
troponina | no tecido cardiaco, uma vez que, essa citocina € uma proteina estrutural
encontrada exclusivamente no interior das células musculares cardiacas (DAUBERT
e JEREMIAS, 2010).
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6 CONCLUSAO

Concluindo, doses elevadas de DN foram capazes de provocar remodelamento,
hipertrofia e injuria cardiaca. Essas alteracfes estao relacionadas com o aumento da
atividade da ECA e o desenvolvimento de um estado pré-inflamatério decorrente do
aumento de citocinas com carater inflamatério como o TNF-a e IL-6, e reducdo de
citocina com atividade anti-inflamatoria como a IL-10. DN ainda é capaz de promover
prejuizo na resposta do RBJ, provavelmente em decorréncia da hipertrofia cardiaca,
e esse prejuizo do RBJ pode ser resultante de um efeito dose-dependente. Juntas,
essas anormalidades contribuem para o estabelecimento e manutencdo da

hipertenséo arterial nos animais submetidos ao tratamento com DN.
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