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RESUMO

BRASIL, G.A. Tratamento crénico com Decanoato de Nandrolona induz
remodelamento cardiaco e renal em ratas, sem modificar parametros
fisiologicos: o papel do sistema de ANP. Tese (Doutorado) — Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas. Vitoria, 2016.

Esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo drogas utilizadas de maneira ilicita,
com finalidade principalmente estética, tanto por homens quanto por mulheres.
Devido a escassez de pesquisas investigando as acfes destes hormonios no
sistema cardiovascular feminino, o objetivo do presente estudo é avaliar o efeito do
tratamento cronico com Decanoato de nandrolona (DN) em altas doses sobre o
sistema de peptideo natriurético em ratas submetidas ou ndo a atividade fisica
resistida e qual a influéncia da retirada de estrogénio no tratamento. Para tanto os
animais foram separados aleatoriamente em 8 grupos (n=10 cada): SHAM e OVX,
foram tratadas com o veiculo (6leo de amendoim) 2x por semana e nao foram
submetidas a exercicio fisico. SE e OVXE, que receberam o veiculo e foram
submetidas a exercicio fisico resistido (5 X por semana); SD e OVXD, tratadas com
DN (20mg/kg/semana, divididas em 2 doses) e ndo exercitadas e os grupos SDE e
OVXDE, que foram tratadas e exercitadas. Os animais OVX foram submetidos a
ovariectomia bilateral e os tratamentos iniciaram 21 dias apds a cirurgia e foram
mantidos por 4 semanas. Apés esse periodo a sensibilidade do Reflexo Bezold
Jarisch (RBJ) foi avaliada por meio da aplicacdo de doses randomizadas de
fenilbiguanida. Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas para a coleta de
urina 24h e posterior analise da excrecdo de creatinina, uréia e sodio. O coracdo e
rim foram retirados e armazenados em formol para as avaliacdes de hipertrofia (H/E)
e deposicao de colageno (Picrossirius red) por histologia. O atrio direito e o rim
foram congelados em nitrogénio liquido para avaliacdo da expressdo do ANP e os
receptores NPR-A e NPR-C respectivamente por meio de RT-PCR. Ap0s tratamento
0S animais apresentaram aumento da expressdo génica de ANP no atrio e reducao
do receptor A no rim nos grupos tratados com DN. O receptor C apresentou reducao
nos animais que foram tratados e submetidos a exercicio fisico resistido (SDE e
OVXDE). Além disso, o tratamento promoveu hipertrofia e deposicéo de colageno no
tecido renal e cardiaco. Adicionalmente os animais apresentaram hipertrofia
muscular (musculo gastrocnémio) e melhora do desempenho atlético observado pelo
maior niumero de saltos por minuto nos grupos tratados. O tratamento reduziu a
concentracdo de estrogénio nos grupos S e aumento da testosterona plasmatica.
N&o foi possivel observar mudanca na presséo arterial média, sensibilidade do RBJ
e excrecao de sodio, creatinina e ureia, e a ovariectomia pouco modificou o padrao
de resposta ao tratamento. Deste modo, podemos observar que o tratamento com
DN modificou o sistema de ANP e este sistema, pode ter promovido efeito
cardioprotetor, observado pelo ndo aumento da pressao arterial e sensibilidade do
RBJ.

Palavras-chave: Decanoato de nandrolona; treinamento resistido; ANP.



ABSTRACT

BRASIL, G.A. Treatment with nandrolone decanoate promotes cardiac and renal
remodeling in female rats, without change the physiological parameters: The
role of ANP system. Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), Programa de Pés-graduacao em Ciéncias Fisiologicas. Vitéria, 2016.

Anabolic Androgenic Steroids (AAS) are drugs used in an illicit manner, with mostly
aesthetic proposes, by both men and women. Due the few researches about the
action of these hormones in female cardiovascular system, the aim of the present
study was evaluate the effect of chronic treatment with nandrolone decanoate (ND),
in high dose in natriuretic peptide system of female rats submitted or not to physical
activity and which is the influence of estrogen withdraw for the treatment. For that the
animals were randomly divided into 8 groups (n=10 each): SHAM and OVX, were
treated with vehicle (peanut oil) twice a week and were not submitted to physical
exercise. SE and OVXE, were treated with vehicle and were submitted to resistive
physical exercise (5 times a week); SD and OVXD, treated with ND (20mg/kg/week,
divided into 2 doses) and were not exercised, and the groups SDE and OVXDE,
which were treated and exercised. The OVX animals were submitted to bilateral
ovariectomy and the treatments started 21 days after the surgery and were
maintained for 4 weeks. After that period, the Bezold-Jarisch reflex (BJR) sensitivity
was evaluated by random doses of phenylbiguanide administration. The animals
were maintained into metabolic cages for 24h urine collection and after that
creatinine, urea and sodium excretion were evaluated. The heart and kidney were
maintained in formalin buffer for evaluation of hypertrophy (H/E) and collagen
deposition (Picrossirius red) by histology. The right atrium and kidney were frozen in
liquid nitrogen for evaluation of genic expression of ANP and NPR-A and NPR-C
expression by RT-PCR. After treatment with ND the animals presented increase on
genic expression of ANP on atrium and decrease of NPR-A on kidney. The NPR-C
shows reduction on the groups that was treated with ND and exercised (SDE and
OVXDE).besides that, the treatment promotes hypertrophy and collagen deposition
on heart and kidney. Additionally the animals presented muscle hypertrophy
(gastrocnemius muscle) and improve on athletic performance observed by increase
on jumps/minute on ND treated groups. The treatment decrease estrogen
concentration on Sham groups and increase on plasmatic level of testosterone. It
was not possible observe change on mean arterial pressure, BJR sensitivity and
sodium, creatinine and urea excretion. The ovariectomy little changes the pattern of
response to treatment. Thus, we can observe that the treatment with ND changed the
ANP system and that result could promote cardio protective effect, observed by not
increase on mean arterial pressure and BJR sensitivity.

Key words: Nandrolone decanoate, resistive training, ANP.
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

Os hormdnios sexuais sdo responsaveis pelos caracteres sexuais masculinos e
femininos e diversas acbes sdo atribuidas a esses, como por exemplo,
cardiovasculares e endocrinos (Miller, 1988). Efeitos cardioprotetores do estrogénio,
principal horménio sexual feminino, foram previamente reportados, e seus beneficios
podem ser observados por meio da menor incidéncia de doencas cardiovasculares
(DCV) mundiais em mulheres quando comparado aos homens, entretanto, esses
dados se igualam quando a mulher atinge a menopausa, periodo onde ha queda na
producdo de estrogénio endogeno (Mozaffarian et al., 2016). Por sua vez, a
testosterona, principal horménio sexual masculino, possui acdes enddcrinas de
estimulo na sintese de proteina e de forca muscular, o que proporcionou a
formulacdo de um grupo de farmacos analogos, denominado esterdides anabdlicos

androgénicos (EAA; Kicman, 2008; Shahidi, 2001).

O abuso de EAA tem sido considerado um problema de saude publica grave,
entre os adolescentes e jovens de ambos os sexos (Amsterdam, Opperhuizen &
Hartgens, 2010; Thiblin & Petersson, 2005), sendo que o Decanoato de nandrolona
(DN) é um dos EAA mais utilizados e estudados (Busardo et al., 2015; Perry et al.,

2005).

Apesar de a maioria dos estudos abordarem EAA e o0 sexo masculino, o uso
abusivo dessas substancias tem aumentado entre as mulheres (Onakomaiya &
Henderson, 2016; Elliot & Goldberg, 2000), e h& evidéncias de que 0s mesmos
alteram a fisiologia reprodutiva feminina (Belardin et al., 2014; Camargo et al., 2011).
Portanto, outros estudos precisam ser conduzidos para elucidar as alteragdes

induzidas por EAA no sexo feminino, em particular as associadas com o sistema
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cardiovascular, um alvo importante dos efeitos adversos dos EAA (Fineschi et al.,

2001; Dickerman et al., 1995).

Administracdo de doses elevadas de DN, tem sido implicado com elevacgédo da
pressdo arterial (Lima et al., 2015; Franquni et al., 2013; Hassan & Kamal, 2013),
hipertrofia cardiaca, deposicdo de colageno na extracelular matriz (Tanno et al.,
2011; Bissoli te al., 2009), desequilibrio em citocinas inflamatorias (Lima et al., 2015;
Riezzo et al., 2014; Franquini et al., 2013), assim como prejuizos no controle reflexo

da pressao arterial (Franquni et al., 2013; Andrade et al., 2011; Bissoli et al., 2009).

O nosso grupo demonstrou que altas doses de DN alteram o controle do
sistema cardiovascular pelo reflexo Bezold-Jarisch (RBJ) em machos, de maneira
dose e tempo dependentes (Franquni et al., 2013; Bissoli et al., 2009; Andrade et al.,
2008), associados com hipertrofia cardiaca, um dos fatores que alteram o RBJ
(Bissoli et al., 2009), e envolvendo a participacdo do sistema renina-angiotensina-

aldosterona (Andrade et al., 2011).

O ANP se apresenta como um dos mecanismos humorais importantes no
controle do sistema cardiovascular (McKie et al., 2010; Holtwick et al., 2003), e sua
alteracdo tem sido amplamente associada com hipertrofia (Ruskoahoo, 1992) e
insuficiéncia cardiaca (Klein, Gillivrayd & McKenzie, 1995). Além disso, foi
demonstrada a associacdo de hipertrofia cardiaca, ANP (Holtwicket al., 2003;
Kishimoto, Rossi & Garbers, 2001; Knowles et al., 2001) e RBJ (Bissoli et al., 2000;
Imaizumi et al.,, 1987). Entretanto, todos esses estudos foram realizados em
machos, ndo havendo informacéao relacionada com a influéncia do ANP sobre
parametros fisiologicos cardiovasculares, tais como RBJ, hipertrofia cardiaca,
remodelamento cardiaco, entre outros. Por esse motivo, foi de interesse deste

estudo avaliar o sistema do ANP em ratas tratadas com DN.
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Adicionalmente, o exercicio fisico tem demonstrado efeitos positivos sobre o
ANP (Endlich et al.,, 2011), protecdo contra eventos isquémicos (Kruk, 2007; Le
Page et al., 2009) e aumento em enzimas antioxidantes (Chaves et al., 2006). Em
contrapartida, o uso de DN prejudica os efeitos benéficos do exercicio fisico (Lima et
al., 2015; Marques-Neto et al., 2014). No entanto, o efeito de EAA sobre reflexos
cardiovasculares (RBJ) e fatores humorais (ANP) em ratas treinadas ainda nao

foram estudados.

Portanto nossa hipétese é que administracdo de DN em ratas pode alterar o
sistema do ANP e o RBJ. Adicionalmente, visto que existem efeitos cardioprotetores
do estrogénio e do exercicio, € possivel que suas acdes interfiram nos efeitos

deletérios do DN.
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1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Hormoénios sexuais

Os hormonios sexuais sdo produzidos pelas gbnadas por meio de fino ajuste
endacrino produzido pelo eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas. Os principais hormoénios
sexuais sdo 0 estrogénio e a progesterona nas mulheres e a testosterona e di-
hidrotestosterona nos homens (Figura 1). O aumento na producdo destes horménios
se da, geralmente, na puberdade, e € responsavel pelos caracteres sexuais
secundarios (Miller, 1988).

A oH B OH C oq D O

Testosterona Di-hidrotestosterona Estradiol Progesterona

Figura 1: Estrutura quimica dos principais horménios sexuais masculinos (A e B) e femininos
(CeD).

Nos primérdios dos estudos enddocrinos, rapidamente se associou a
importancia das gébnadas na manutencdo das caracteristicas sexuais masculinas e
femininas. Em meados o século XIX, estudos ja haviam demonstrado a importancia
dos ovarios e testiculos para o organismo, demonstrando que a gonadectomia

produzia modificacdes fisiolégicas, e o tratamento com extratos destes 6rgdos as

preveniam (Martins, Rocha & Silva, 1929).

A liberacdo dos horménios sexuais pelas gbnadas precisa da estimulagdo de
dois hormdnios sintetizados pela hipofise, o horménio luteizante (LH) e o hormbnio
foliculo estimulante (FSH). Em ambos os sexos, 0s neurdnios do ndcleo arqueado
hipotalamico liberam o horménio estimulador da liberacdo de gonadotrofinas (GnRH)

na circulacdo porta-hipofisaria, que por sua vez, atua nos gonadotrofos presentes na
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hipdfise anterior (adenohipoéfise) estimulando a liberacdo do LH e FSH para a

circulacao sistémica (Tandon & Chintala, 2001).

Nos individuos do sexo feminino, a producdo dos hormonios sexuais é ciclica.
Na primeira fase do ciclo denominada fase folicular, os horménios LH e FSH
estimulam a liberacdo do estrogénio dos ovarios, que € o horménio predominante
nessa fase. Os foliculos entdo imaturos tém o seu crescimento estimulado por acao
do hormdnio FSH e das gonadotrofinas, este crescimento culmina na ovulacao que é
a liberacdo do 6vulo maduro, pronto para a fecundacao (Hawkis & Matzuk, 2008).
Os hormoénios sexuais ndo sao produzidos apenas nas gonadas, a glandula adrenal
também contribui em parte pela producdo de andrégenos e a expressao da enzima
aromatase nos outros tecidos corpéreos promove a conversao de testosterona em
estradiol, possibilitando acfGes locais desse horménio (Miller & Auchus, 2011;

Simpson et al., 2005; Longcope, 1986).

A ovulacédo consiste basicamente, no rompimento do foliculo e liberagdo do
ovulo para as trompas de falépio. Nessa fase, ocorre 0 aumento da concentracédo
sérica de LH e estrogénio, 0 que é critico para que a ovulacao ocorra. No ovario, o
conjunto de ceélulas da Teca que circundava o Ovulo, torna-se uma estrutura

fisiologicamente ativa, denominada corpo Iluteo (Reed & Carr, 2015).

O corpo lateo € responsavel pela sintese e producédo da progesterona, que é
predominante na terceira e Ultima fase do ciclo feminino. Nessas células, a
progesterona € sintetizada a partir do colesterol, e tem por funcao biolégica principal
o estimulo da proliferagcdo endometrial com o intuito de fixar o 6vulo, caso esse seja

fecundado (Reed & Carr, 2015).

No individuo do sexo masculino, os horménios LH e FSH tém funcdes distintas.

O LH atua em seus receptores presentes nas células de Leydig, estimulando-as a
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produzir o hormonio testosterona, enquanto o FSH nas células de sertoli promove
estimulo a espermatogénese, indiretamente a acdo do LH favorece essa acao, pois
o horménio produzido pelas células de Leydig é importante para a sintese do

espermatozoide (Jin & Yang, 2014).

7

A testosterona € o principal androgénico presente nos individuos do sexo
masculino (Shahidi, 2001), mas também é produzida em pequenas quantidades na
glandula adrenal e ovarios nas mulheres. Nos homens, ela é sintetizada nos
testiculos a partir da molécula do colesterol, este precursor sofre diversas acoes
enzimaticas até originar o hormonio testosterona, que serd liberado para a

circulacao sistémica.

As ac0es fisiologicas da testosterona sdo moduladas nos tecidos através de
acfes enzimaticas. A enzima aromatase, biotransforma a testosterona em
estrogénio, enquanto a enzima 5-a-redutase, produz a di-hidrotestosterona (DHT). A
DHT é mais potente que a testosterona, aumentando assim, as propriedades
androgénicas e anabdlicas. Essa enzima estd mais presente em tecidos
especificos, como a prostata, onde a acdo deste hormbnio é mais requerida. A

conversdo em estrogénio induz outras acdes, em tecidos alvo como cérebro e tecido

adiposo (Kicman, 2008; Falkenstein et al., 2000; Cato, Nestl & Mink, 2002).

Os horménios esteroides, familia ao quais os hormdnios sexuais pertencem,
tém como caracteristica importante a natureza lipidica de suas estruturas quimicas.
Desse modo, essas substancias tem a capacidade de atravessar facilmente a
membrana plasmatica, e realizam as suas a¢des principalmente por meio de um
mecanismo classico, conhecido como gendmico (Vasconsuelo et al., 2011;

Falkenstein et al., 2000).
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Nesse mecanismo de acdo, o hormdnio atravessa a membrana plasmatica e
interage com seu receptor especifico nuclear. Ha formacdo de um complexo
horménio-receptor que é translocado para o nucleo, onde atua como um fator de
transcricdo dependente de ligante e interage com a regido do gene conhecida como
elemento de resposta ao hormoénio. Essa regido ativa a transcricdo de genes
especificos, de acordo com o hormbnio que é apresentado (Shahidi, 2001;
Falkenstein et al., 2000). Esse mecanismo favorece uma ac¢do em longo prazo dos
horménios, que se iniciam horas apés o contato entre horménio e o receptor, e

perdura por varios dias apdés a interrupcao (Figura 2).

Outro mecanismo de acédo utilizado por esses hormoénios sdo 0S mecanismos
nao classicos, ou ndao-gendémicos. A principal caracteristica desse mecanismo € a
acdo rapida dos horménios. Boa parte das substancias utilizam proteinas de
membrana para transmitir o seu sinal para a célula alvo. Nesse mecanismo, ocorre a
ativacdo de segundos mensageiros celulares, que promovem a ampliagcdo do sinal

na célula alvo (Falkenstein et al., 2000).

Evidéncias sugerem que no mecanismo nao-gendmico, 0s hormonios sexuais
ligam-se a receptores acoplados a proteina G, que culminam na producdo de
segundos mensageiros como o monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), que
estimula a producéo da proteina kinase A (PKA), que por sua vez, estimula outros
receptores de androgénicos citosélicos e causam aumento do calcio livre celular

(Cato, Nestl & Mink, 2002).
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Figura 2: Mecanismo de agdo dos hormodnios esteroides. Modelo resumido

representando a via gendmica e ndo-genémica.

1.2.2 Os esteroides anabdlicos androgénicos

A testosterona, principal horménio androgénico masculino, possui como
caracteristicas fisiolégicas a capacidade de proporcionar efeitos androgénicos,
proporcionar caracteres sexuais primarios e secundarios masculinos, além de
anabdlicos de estimular a sintese proteica e forga muscular. Diversos estudos foram
realizados visando modificar estruturalmente a testosterona, especialmente na
tentativa de criacdo de um farmaco que separasse as acdes anabolicas das
androgénicas, os farmacos deste grupo foram denominados esteroides anabdlicos

androgénicos (EAA; Kicman, 2008; Shahidi, 2001).
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Os EAA sdao analogos sintéticos da testosterona, onde modificacfes estruturais
foram realizadas com o intuito de reduzir a atividade androgénica e potencializar a
atividade anabdlica. Entretanto, ndo existe atualmente uma droga que seja somente

anabdlica e todas apresentam alguma atividade androgénica (Kuhn, 2002).

As diversas modificacdes estruturais realizadas criaram as diferentes classes
de EAA disponiveis hoje no mercado (Figura 3). Os esteroides 17-a-substituidos,
possuem a adicdo de um grupo metil ou etil no carbono 17, o que confere a

capacidade de administracdo oral a essas drogas, gracas a reducdo da

biotransformacgéo hepatica (Kicman, 2008; Kuhn, 2002; Shahidi, 2001).

17-B-alquilados
/ \ OH 17-B-esterificados

€———17-a-substituidos

~

N /

Outras substituicbesem A, Be C

Figura 3: Sintese das diferentes modificagBes estruturais realizada na molécula da
testosterona e que culminaram na sintese dos esteroides anabdlicos androgénicos. As setas indicam
os locais onde foram realizadas as principais modificag8es estruturais, Anéis A, B e C, e Carbono 17

(C17) do anel D. Adaptado de Kicman, 2008 e Kuhn, 2002.

Os EAA alquilados no carbono 17-f devem ser administrados via parenteral,

mas essa modificacéo interfere com o tempo de acao, de acordo com o tamanho da
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cadeia adicionada. Cadeias carbbnicas pequenas (2-3) produzem esteroides com
tempo curto de duracéo e o contrario € observado com cadeias longas (7-10). Esse
mesmo tipo de substituicdo pode ser observado em outra classe de EAA, os C17--
esterificados, neste ultimo, ocorre a adicdo de um &cido graxo na posicdo 17

(Shahidi, 2001).

Outro grupo existente é o dos esteroides com modificacées nos anéis A, B e C,
0s quais promovem diversas alteracdes farmacologicas nos esteroides, como
reducdo do metabolismo, maior afinidade pelo receptor, resisténcia a aromatizacao,

entre outros (Kuhn, 2002).

Dentre os EAA, o Decanoato de nandrolona (DN; 19-nor-4-androstene-17 beta-
ol-3-ona ou Decanoato de 19-nortestosterona), sintetizado em meados da década de
60 (Van Der Vies, 1965) é um dos EAA mais utilizado e estudado atualmente (Figura
4). Ele é o produto da esterificacdo do EAA nandrolona com o acido decandico e
confere a capacidade de aplicacdo intramuscular e formacdo de depoésito, que é
liberado lentamente na circulacdo, mantendo a concentracdo de estado estavel por
6-7 dias apO6s a administracdo (Shahidi, 2001). A desmetilacdo em C19 confere
ainda maior afinidade pelos receptores androgénicos, aumentando os efeitos

anabalicos desta droga (Celotti & Cesi, 1992).
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Figura 4: Estrutura quimica e modificagbes estruturais na molécula de Decanoato de

nandrolona.

O DN pode ser biotransformado pela agdo da enzima 5-a-redutase, entretanto,
de maneira oposta ao que ocorre com a testosterona o metabdlito produzido,
dihidronandrolona (DHN), é menos potente que a nandrolona. A explicacdo para
esse fato pode ser a auséncia da dupla ligacdo no anel A e a desmetilacdo em C19.
Segundo Toth & Zakar (1982), essas duas modificacbes sao cruciais para a
afinidade ao receptor androgénico e, desse modo, a retirada apos a reducédo com a
enzima 5-a-redutase confere a reducdo na atividade. Com relacdo a possibilidade
deste esteroide ser aromatizavel, a literatura apresenta-se controversa, Shabhidi,
(2001) em revisdo sistematica descreve que este esteroide € aromatizavel,

entretanto outros autores (Bordbar et al., 2014; Kuhn, 2002; Hobbs, Jones &

Plymate, 1996;) afirmam o contrario.

O DN, assim como outros EAA, é indicado clinicamente no tratamento de
hipogonadismo em homens, perda de massa muscular em pacientes acamados,
tratamento de disfuncbes de crescimento, caquexia decorrente de faléncia renal
cronica, cancer, HIV, entre outros (Basaria, Wahlstrom & Bobs, 2001). Entretanto,
devido as acbes anabdlicas observadas, como aumento de ganho de massa

muscular e forca, o uso indevido por atletas amadores (Angoorani & Halabchi, 2015;
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Solavic et al., 2015) e profissionais (Hartgens & Kuipers, 2004), homens (Darke,
Torok & Duflou, 2014) e mulheres (Onakomaiya & Henderson, 2016; Malarkey et al.,

1991) vem crescendo nas ultimas décadas.

A utilizacdo em doses terapéuticas reduz a possibilidade de efeitos adversos
(Van Der Vies, 1985), entretanto, as doses usadas por pessoas que procuram
melhoria na estética e na performance, sdo maiores que a dose terapéutica
recomendada (Lippi, Franchini & Banfi, 2011; Sullivan et al., 1998), sem

preocupacao com os possiveis efeitos adversos a médio e longo prazo.

Vérios efeitos adversos foram reportados para os EAA, especialmente para o
DN em fémeas. O uso de DN em fémeas promove alteracdo na capacidade
reprodutiva, como reportado por Far et al., (2007), que demonstram que fémeas
tratadas com DN 15 mg/kg por duas semanas, apresentaram alteracdo no ciclo
estral e supressdo da capacidade reprodutiva, tornando-as inférteis durante o

estudo.

Belardin et al., (2014) em estudo recente, demonstra que a utilizacdo de altas
doses de DN (15 mg/kg) por 30 dias, promove mudancgas no ciclo estral das ratas
mesmo apos 60 dias de interrupcdo. Esse achado pode ser associado ao tempo de
meia-vida elevado dessa droga, de aproximadamente 130h, e ao acumulo referente
a mecanica enzimatica de eliminagéo, gerando um acumulo no organismo (Van Der

Vies, 1985).

Adicionalmente, o DN €é capaz de alterar a histologia ovariana e uterina. No
ovario, houve destruicdo dos foliculos e auséncia do corpo lateo, e no utero houve
vacuolizacdo do epitélio e fibrose das células do estroma endometrial.
Adicionalmente, esses animais apresentaram interrupcdo no ciclo estral, sendo

associado os resultados obtidos ao mecanismo de feedback negativo no eixo
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hipotalamo-hipdéfise-gbnadas, o que colabora para a estagnacao observada (Gerez,

Frei & Camargo 2005).

Além das alteracdes promovidas no sistema reprodutivo, mudancas no sistema
nervoso central (SNC) sdo atribuidas ao uso de EAA. Em recente revisao
sistematica, Busardo et al., (2015) descrevem que o DN €& capaz de promover
alteracdes moleculares no SNC, em regides especificas, responsaveis por modular

ansiedade e depressdo como o hipocampo e a amigdala.

Outras vias neurotransmissoras sao alteradas pelo uso de EAA como a
dopamina, serotonina e glutamato, sejam elas por modificacbes diretas na
neuromodulacdo, ou por influéncias indiretas como mudancas na expressdo dos
receptores para esses neurotransmissores e outros como o0 acido gama-amino-
butirico (GABA) e o receptor ionotropico ativado pelo acido glutamico/aspartato
(NMDAR) por acdo dos receptores androgénicos (Busardo et al., 2015). Esses
efeitos neurolégicos podem ser observados em individuos adultos (Zotti et al., 2014)
e jovens (Lumia & McGinnis, 2010), e tendem a ser mantidos mesmo apés a

interrupcéo da utilizacao (Rainer et al., 2014).

Adicionalmente aos efeitos comportamentais observados pelo uso dos EAA, os
efeitos deletérios atribuidos ao uso dessas drogas foram demonstrados em diversos
orgaos importantes para a manutencao da homeostase (Carmo et al., 2011), como o
rim (Riezzo et al., 2014). O rim tem como funcao principal a depuragcdo sanguinea e
a manutencao do volume corporal, para tanto € necessario que os néfrons, unidade

funcional do rim, estejam funcionando corretamente.

Recentemente, Frankenfeld et al. (2014) estudaram a influéncia do tratamento
com DN sobre o estresse oxidativo em tecidos alvo, como figado, rim e coracao. Foi

observado aumento nas espécies reativas de oxigénio (ERO) no rim, caracterizado
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por reducdo na atividade da enzima catalase e de outros marcadores como 0
conteudo de tiol e de proteinas carbonil, demonstrando o impacto negativo do uso

dessa droga em animais.

Outros efeitos deletérios sobre o rim foram relatados na literatura. Pozzi et al.,
(2013) observaram dano genético no rim dos animais tratados com altas doses de
DN (15 mg/kg) por meio do teste cometa. Adicionalmente, Hoseini et al. (2009)
demonstraram aumento no peso renal e no volume do rim e do cortex renal nos
animais tratados com DN. Esse resultado pode ser atribuido a presenca de
receptores androgénicos no tecido renal, que viabilizam a hipertrofia e hiperplasia

dessas células (Gelmann, 2002; Chang et al., 1995).

De maneira mais completa, Riezzo et al., (2014) evidenciaram que a alta dose
empregada de DN (10 mg/kg/semana) influencia nas lesGes renais observadas.
Utilizando diferentes doses de DN foi possivel observar que os animais tratados com
a maior dose apresentaram colapso da ultraestrutura glomerular, além de aumento
nas citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a
Interleucina 1-beta (IL-1B). O tratamento promoveu aumento da proteina de choque
térmico 90 (HSP90), que associado ao resultado positivo no teste de tunel indica
apoptose tecidual. Os grupos que receberam a menor dose (3,75 mg/kg/semana)
apresentaram alteracdes estruturais menos graves. Esses dados relatam que o
tecido renal € um importante alvo para a acao dos androgénicos, e 0s danos nesse

orgao podem influenciar negativamente a homeostase do organismo.

Os efeitos cardiovasculares associados ao uso de DN e outros EAA ja foram
reportados em humanos e animais (Busardo et al., 2015; Frankenfeld et al., 2014,
Kalinine et al., 2014; Hartgens & Kuipers, 2004). A principal causa de morte entre

individuos que fazem uso abusivo de esteroides é a morte subita (Montisci et al.,
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2012; Thiblin, Mobini-Far & Frisk, 2009; Stergiopoulos et al.,, 2008), e isso se da

especialmente pelos efeitos cardiovasculares dessa droga.

O DN demonstrou ser capaz de alterar a funcéo sistélica e diastdlica,
independentemente da associacdo com o exercicio fisico (Tanno et al., 2011), o que

€ preocupante, pois pode provocar arritmias graves nos usuarios de EAA.

Os EAA tém como principal caracteristica a agcdo anabdlica, ou seja, o balanco
positivo de nitrogénio no organismo que promove aumento da massa muscular
(Kicman, 2008). Essa hipertrofia muscular também é observada nos cardiomidécitos,
e é descrita como uma doenca associada ao aumento da deposicao de colageno
cardiaco (Franquni et al., 2013; Andrade et al., 2008), prejuizo na contracao
muscular (Tanno et al., 2011; Neves et al., 2003) e em reflexos cardiovasculares

(Bissoli et al., 2009) e é denominada como hipertrofia cardiaca patolégica.

A hipertrofia cardiaca pode ser classificada como concéntrica, que se
caracteriza por uma reducao no espaco ventricular esquerdo e ocorre uma adi¢éo de
sarcébmeros em paralelo, de modo que ha um espessamento da parede ventricular.
E pode ser excéntrica, caracterizada pelo aumento da camara cardiaca e adi¢do de
sarcoOmeros transversalmente na fibra, favorecendo o aumento do diametro da

camara (Mihl, Dassen & Kuipers, 2008).

Hipertrofia concéntrica associada ao uso de DN ja foi reporta anteriormente por
Tanno et al., (2011) e Nascimento et al., (2015), onde seus resultados em conjunto
com o aumento da deposicdo de colageno, também reportada por esse e outros
autores (Franquni et al., 2013; Andrade et al.,, 2011), demonstram que o DN
promove hipertrofia cardiaca patolégica nos animais. A classificacdo como

patolégica ndo se da apenas pela classificacdo como concéntrica, mas
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principalmente pela deposi¢cdo de colageno e altera¢des na funcionalidade do tecido

cardiaco (Fernandes, Soci & Oliveira, 2011).

Ademais, a participacdo do sistema renina angiotensina (SRA) parece ser
importante para os efeitos deletérios associados ao uso de DN. Andrade et al.,
(2011) observaram que a utilizacdo de enalapril, inibidor da enzima conversora de
angiotensina (ECA), foi capaz de prevenir 0s prejuizos promovidos pelo uso de DN,
demonstrando assim, a importancia desse sistema. Resultado semelhante foi
descrito por Marques-Neto et al., (2014) utilizando blogueador de receptor AT1 e de
receptor de mineralocorticoide, verificando que o bloqueio do SRA evita os efeitos
deletérios provocado por DN, mantendo a cardioprotecdo promovida pelo exercicio

fisico.

Outrossim, o DN ainda pode promover alteracbes no sistema nervoso
autbnomo, aumentando o ténus autondmico simpatico e receptores p-adrenérgicos
distribuidos no tecido cardiaco, intensificando assim a possibilidade de eventos
adversos cardiovasculares (Hassan & Kamal, 2013; Neves et al., 2013; Riezzo et al.,

2011).

Esses fatores descritos anteriormente podem contribuir para 0 aumento na
pressdo arterial média, que ja foi reportado anteriormente em estudos experimentais
realizados com dose elevada de DN (Neves et al., 2013; Andrade et al., 2011; Tanno
et al., 2011; Bissoli et al., 2009). Esse aumento parece estar relacionado ao tempo e
a dose utilizada para tratamento, sendo observado desenvolvimento da hipertenséo
na dose de 20 mg/kg/semana por 4 semanas (Franquni et al., 2013), enquanto dose
de 10 mg/kg/semana por 4 semanas nao altera a pressao (Andrade et al., 2008) e a
mesma dose por oito semanas induz elevacdo da pressao, porém sem atingir niveis

de hipertensdo (Andrade et al., 2011; Bissoli et al., 2009). Ressalta-se, também, que
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a dose de 20 mg/kg/semana foi capaz de induzir hipertensdo, mesmo em animais

submetidos a exercicio fisico (Lima et al., 2015).

A pressdo arterial € controlada por sistemas humorais e autbnomos. Os
reflexos cardiovasculares controlam a pressdao em curto prazo, promovendo
aumento ou reducdo da presséo arterial conforme necessario, e a ativacao se da
pelo acionamento de receptores especificos, sendo o0s principais reflexos
cardiovasculares o baroreflexo, o quimioreflexo e os reflexos cardiopulmonares

(Shepherd & Mancia, 1986).

A reducdo na sensibilidade desses reflexos pode ser correlacionada com o
desenvolvimento de hipertensdo (Chapleau, Hajduczok & Abboud, 1988). Foi
reportada influéncia negativa do uso de EAA sobre os reflexos cardiovasculares, em
estudo de Beutel, Bergamaschi & Campos (2005), onde foi utilizado o EAA
stanozolol, demonstrando reducdo na sensibilidade do componente bradicardico do
barorreflexo. Bissoli et al., (2009) observaram pela primeira vez que o uso de altas
doses de DN cronicamente (8 semanas), promove reducdo na sensibilidade do
Reflexo Bezold-Jarisch (RBJ), o que foi posteriormente confirmado por Andrade et
al., (2011) e por outros estudos usando dose maior, porém com menor tempo de

exposicao, 4 semanas (Lima et al., 2015; Franquni et al., 2013).

O RBJ € um reflexo ativado quimicamente, e conhecido desde meados do
século XVIII quando Von Bezold e Hirt observaram bradicardia, hipotensdo e apinéia
apos a administracdo dos alcaldides veratrum. Em 1939, Jarisch e Richter
caracterizaram esse reflexo, propondo a localizacdo dos receptores e indicando que
a aferéncia seria vagal e a eferéncia era feita por ativacdo parassimpatica. Somente
em 1961 o reflexo foi denominado pela primeira vez “Reflexo Bezold-Jarisch” em

homenagem aos seus descobridores (Krayer, 1961).
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A ativacao desse reflexo se da pelo acionamento das fibras aferentes vagais
guimiosensiveis, promovendo reducdo na pressao arterial, frequéncia e débito
cardiaco. Essas respostas sdo mediadas por receptores de serotonina (5-HT3), e
podem ser estimulados farmacologicamente pela fenilbiguanida, nicotina,
prostaglandinas e bradicinina. A informacéo captada pelos receptores é enviada ao
Nucleo do Trato Solitario (NTS), que é a primeira regido integradora bulbar. Apos
uma complexa rede integradora neuronal, ha o envio de informacfes aos neurénios
gue controlam a atividade eferente simpatica para as artérias de resisténcia e
coracao e que se originam primariamente na Medula Ventro Lateral Rostral (RVLM),
de acordo com a informacédo recebida, essa regido pode ser inibida ou estimulada,

de acordo com a necessidade (Koshiya et al., 1993).

A importancia fisiologica do RBJ parece estar relaciona com a isquemia
miocardica. Entretanto, seu papel parece ser importante em outros quadros
fisiopatolégicos. A literatura descreve que o reflexo se apresenta prejudicado em
pacientes com hipertensdo associada a hipertrofia cardiaca (Mark & Kerber, 1992;
Zanchetti & Mancia, 1991), e a hipertrofia cardiaca parece ser um ponto chave para
o desenvolvimento do prejuizo na sensibilidade do RBJ (Bissoli et al., 2009; Andrade

et al., 2008; Flanagan et al., 2008; Andrade et al., 2007; Uggere et al., 2000).
1.2.3 Peptideo Natriurético Atrial

Os primeiros relatos de que o coracdo poderia funcionar como 6rgao enddécrino
surgiram na década de 50 apoOs ter sido reportada a presenca de granulos
secretorios no atrio de coracdo de porco, e sua influéncia no controle da diurese e

da importancia do atrio nesse processo (Henry et al., 1956; Kisch, 1956).

Na década de 80, De Bold e colaboradores (1981) demonstraram que a

aplicacdo do homogenato do atrio de rato, era capaz de promover aumento na
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excrecdo de sodio, cloreto e potassio, bem como aumentar o volume urinario
produzido por esses animais. Adicionalmente, a reducao na presséao arterial também
foi observada, comprovando assim, que o atrio produzia uma substancia, até entéo

desconhecida, e que esta tinha ac&o direta no rim.

As pesquisas nessa area se intensificaram, culminando na identificacdo de 3
peptideos com estruturas quimicas semelhantes, o Peptideo natriurético atrial
(ANP), o Peptideo natriurético tipo B (BNP) também conhecido como peptideo
natriurético cerebral, e o peptideo natriurético tipo C (CNP) (Figura 5; Nakao et al.,

1990; Sudoh et al., 1990; Sudoh et al., 1988; Misono et al., 1984)

ANP

Furina

Figura 5: Estrutura molecular do Peptideo Natriurético Atrial (ANP), Peptideo Natriurético tipo B
(BNP) e Peptideo Natriurético tipo C (CNP). Na figura é possivel observar as etapas de clivagem do

peptideos, de pro-horménio a horménio. Adaptado de Potter, Abbey-Hosch & Dickey, 2006.

A sintese dos peptideos se da na forma de pré-pré-horménio. O ANP

inicialmente possui 151 residuos de aminoacido, e tem a regido N-terminal clivada e
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originando um pro-horménio com 126 residuos. Este € armazenado nos granulos
atriais, e quando ocorre o estimulo, o pr6-horménio é clivado por uma protease
chamada corina, originando o horménio ANP, que é liberado para a circulacéo

(Potter, Abbey-Hosch & Dickey, 2006).

Os trés peptideos acionam trés receptores, com graus de afinidade diferentes
(Figura 6). Os receptores A e B de peptideo natriurético (NPRA/NPRB) também
conhecido como guanililciclase A e B ou receptor de peptidio natriurético 1 e 2
(NPR1/NPR2) sao receptores acoplados a proteina G e atuam por meio do aumento
de monofosfato de guanidina ciclico (GMPc), que € o segundo mensageiro
responsavel pelos efeitos fisiolégicos dos peptideos. O receptor tipo C (NPRC) é
conhecido como o receptor de clearance, ou seja, responsavel pela internalizacao

do peptideo e consequente reducdo das suas acbes (Potter, 2011; Potter, Abbey-

Hosch & Dickey, 2006).
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Figura 6: Afinidades dos peptideos natriuréticos pelos receptores A, B e C, bem como suas

principais vias de sinalizacao intracelular. Adaptado de Potter, 2011.

Apés ligar-se ao seu principal receptor (NPR-A), o ANP promove,
principalmente, aumento da concentragdo intracelular de GMPc. Esse segundo
mensageiro, por sua vez, interage com outras vias de sinalizagdo, como as
proteinas quinases (PK), as fosfodiesterases (PDE’s) e os canais ibnicos que se
abrem por nucleotideos ciclicos, promovendo diferentes respostas em cada 6rgao

alvo especificamente (Potter, Abbey-Hosch & Dickey, 2006).

De modo geral, o principal estimulo para a liberacdo do ANP é fisico e
promovido pela distensdo das paredes atriais, especialmente pelo aumento do
retorno venoso. Entretanto, doencas como hipertrofia cardiaca e insuficiéncia
cardiaca também sdo capazes de promover aumento na liberacdo de ANP (Dietz,
2005). Adicionalmente, o exercicio fisico pode promover a sua liberagdo. Endlich et
al., (2011) demonstraram a participacdo do ANP na reducéo da pressao arterial em
SHR promovida por exercicio fisico, entretanto, essa participacdo sé ocorreu nos
animais que fizeram natac&o e ndo nos que praticaram corrida, isso demonstra que
em exercicios onde ha imersdo o ANP ¢é liberado, o que pode colaborar para a

reducdo da pressao arterial em individuos hipertensos.

A liberacdo do ANP € controlada, no contexto fisiolégico, por sistemas
existentes naturalmente no organismo como SRA. Lachance & Garcia (1988)
demonstraram a relacéo entre a Angiotensina Il e a liberacdo de ANP, entretanto, o
aumento no ANP plasmatico so foi significativo nos animais onde houve aumento da
pressdo arterial média, sugerindo que o aumento da liberacdo de ANP esta
relacionado com as mudancas hemodinamicas promovidas pela Angiotensina Il

(ANG 1), e ndo por acéo direta desse peptideo.
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Outros estudos demostraram que o ANP é capaz de contrabalancear os efeitos
do SRA, ou seja, o aumento da liberagcdo do ANP promoveria queda na liberacéo de
renina pelas células justaglomerulares, e essas mudancas fisiologicas em conjunto,
promoveriam a reducdo na pressao arterial dos individuos (Schweda & Kurtz, 2009;

Kurtz et al., 1986).

No rim, principal érgdo-alvo do ANP, a ligacdo desse peptideo ao receptor A
(NPR-A), promove aumento da taxa de filtracdo glomerular e inibe a reabsorcédo de
agua e sodio, estas modificacbes ocorrem pelo menos em parte por meio do
aumento da pressdo no capilar glomerular. Nos tubulos proximais, o ANP inibe o
transporte de soédio e agua promovido pela Angiotensina Il, enquanto nos tubulos
coletores, inibe canais de sodio epiteliais. Essas acdes promovem maior excrecao
de sddio e agua (Light, Corbin & Stanton, 1990; Harris, Thomas & Morgan, 1987,

Marin-Gerez, Fleming & Steinhausen, 1986).

Outra influéncia importante do ANP é sua a relacdo com o remodelamento
cardiaco. Em estudos realizados com animais knockout para ANP ou NPR-A, foram
observados hipertrofia cardiaca e desenvolvimento de hipertensdo, sugerindo,
assim, que esse peptideo atua como um fator intrinseco local, inibindo a proliferacéo
exacerbada dos cardiomiocitos, e, consequentemente, inibindo o processo de

hipertrofia cardiaca local (Revisado por Potter, Abbey-Hosch & Dickey, 2006).

Estudo de Romero et al., (2013) demonstrou que a infusédo, por 14 dias, de
ANP (100 ng/h) em animais SHR de ambos os sexos, promoveu reducdo na presséo
e diminuigdo do remodelamento cardiaco, caracterizado por decréscimo no tamanho
dos cardiomiocitos e da deposicao de colageno no tecido cardiaco. Outrossim, em
estudo recente de Moubarak et al., (2015), evidenciou-se a importancia do ANP e

seus receptores em culturas de fibroblastos cardiacos, onde o tratamento com ANP
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foi capaz de reduzir a deposicdo de colageno nessas células, indicando a sua acgao

antifibrotica.

De modo oposto, o SRA cardiaco esta correlacionado de maneira positiva com
o desenvolvimento de hipertrofia e fibrose cardiaca, conforme ja demonstrado por
diversos autores (Andrade et al., 2011; Piratello et al., 2010; Santos & Sampaio,
2010; Barauna et al., 2008). Assim, pode-se inferir que os dois sistemas podem ter
acOes antagbnicas e compensatorias, especialmente no tocante ao desenvolvimento

de hipertrofia cardiaca e remodelamento.

Estudos demonstram que o DN é capaz de promover diversos efeitos
deletérios cardiovasculares, como remodelamento cardiaco (Franquni et al., 2013),
aumento de pressdo arterial (Bissoli et al., 2009) e alteracdo na eletrofisiologia
cardiaca (Neves et al., 2013), entretanto ndo foi reportado na literatura a correlagéo

entre o ANP e a associacao de exercicio e DN em fémeas.

1.2.4 Exercicio fisico

O exercicio fisico perioddico € responsavel por promover inimeros beneficios a
saude. A Organizacao Mundial de Saude (OMS) demonstra que o sedentarismo €
um fator de risco importante para mortalidade no mundo (6%), causada
principalmente por doengas n&o transmissiveis, como hipertenséo (13%) e diabetes
(5%) (WHO, 2010).

Segundo documento publicado pela OMS, a préatica de exercicio fisico
moderado-intenso, por pelo menos 150 minutos por semana, pode promover efeitos
benéficos no sistema cardiovascular, reduzindo a chance de desenvolvimento de
diabetes e sindrome metabdlica nesses individuos (WHO, 2010).

Tem sido reportado que o exercicio fisico € uma importante ferramenta nao-

farmacoldgica na prevencao e tratamento de doencas cardiovasculares (Rodrigues
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et al., 2014; Mann & Rosenzweig, 2012). A cardioprotecdo promovida pelo exercicio,
frequentemente tem sido implicada com as adaptacdes estruturais e hemodinamicas
no sistema cardiovascular como hipertrofia cardiaca fisiologica (Ellison et al., 2012;
Weiner & Baggish, 2012), bradicardia de repouso (Hassan & Kamal, 2013; Smith et
al., 1989), melhora do controle autonémico (Rodrigues et al., 2014), reducédo na
pressdo arterial (Moraes et al., 2012a, Moraes et al., 2012b) e melhora no perfil
inflamatorio (Rodrigues et al., 2014; Ribeiro et al., 2012).

Além disso, a atividade fisica é eficaz na reducéo do indice de massa corporal
e tecido adiposo (Thompson et al., 2012), assim como, melhora no perfil de
colesterol, efeitos benéficos no remodelamento 6sseo (Banfi et al., 2012), na
sensibilidade a insulina e aumento da captacao de glicose pelo musculo esquelético
(Ikeda et al., 2016; lvy, 1997).

O exercicio fisico pode ser classificado em dois tipos basicos, de acordo com o
grau de movimentacdo realizado pelo individuo que o pratica, em exercicios
estaticos ou isométricos e exercicios dindmicos ou isoténicos. Nos exercicios
estaticos ou isométricos ha pouca ou nenhuma movimentagdo corporal, sendo
caracterizado por aumento de sobrecarga pressorica sobre o coracdo, e tem como
exemplos principais o levantamento de peso e a musculagéo. Esse tipo de exercicio
também é conhecido como resistido. Por sua vez, os exercicios descritos como
dindmicos ou isotbnicos sdo caraterizados por movimentacgao intensa do individuo e
promovem no coracao sobrecarga de volume e aumento da frequéncia cardiaca. Os
exemplos desse tipo de exercicio sdo a corrida e natacdo (Revisado por Fernandes,
Soci & Oliveira, 2011).

As modificacbes hemodindmicas promovidas pelo exercicio fisico causam

mudancas estruturais cardiacas, dentre elas a hipertrofia cardiaca fisioldgica e
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adaptativa € a mais comum. A hipertrofia pode ser classificada como concéntrica ou
excéntrica, a diferenciacdo ocorre devido a varios fatores. Na hipertrofia concéntrica
ocorre o aumento do cardiomiécito na transversal por meio da adicdo de sarcémeros
em paralelo, além disso, o espaco da camara cardiaca fica reduzido. Na hipertrofia
excéntrica ha o aumento do cardiomidcito em sentido longitudinal, e os sarcémeros
sao adicionados lado a lado, isso promove aumento da camara cardiaca. Nesse tipo
de hipertrofia, promovido pelo exercicio fisico ndo ha prejuizo na funcéo cardiaca,
tdo pouco deposicdo de colageno tecidual (Revisado por Fernandes, Soci & Oliveira,
2011).

Entretanto, € importante ressaltar que a hipertrofia promovida pelo exercicio
fisico é tida como fisiologica, e acontece pela adaptacdo do coracdo as
necessidades corporais, seja por sobrecarga pressérica ou de volume, e difere-se da
hipertrofia observada no remodelamento cardiaco, dita como patologica, devido
especialmente a deposicdo de colageno, desequilibrio de citocinas pré6 e anti-
inflamatorias e prejuizo na fungéo cardiaca (Revisado por Mihl et al., 2008).

Os individuos podem associar o exercicio fisico com a utilizacdo de drogas,
especialmente os EAA, com o intuito de aperfeicoarem o ganho de massa muscular
e 0s resultados estéticos desejados (Abrahin, Souza & Santos, 2014; Hartgens &
Kuipers, 2004).

Em estudos experimentais prévios, ja foi demonstrada a associacdo negativa
existente entre exercicio fisico resistido e utilizacdo de doses abusivas de DN.
Cunha et al., (2005) demonstraram que o tratamento com DN é capaz de reverter o
beneficio do exercicio fisico sobre a reatividade vascular de anéis de aorta. Além
disso, Tanno et al.,, (2011) observaram que tanto o exercicio resistido quanto o

tratamento com DN foram capazes de promover hipertrofia cardiaca. Entretanto, no
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grupo submetido apenas ao exercicio resistido ndo houve deposicédo de colageno e
tdo pouco desenvolvimento de genes fetais como o ANP, porém, quando exercicio
foi associado ao tratamento com DN os efeitos deletérios foram observados, como
ativacdo de genes fetais e deposicdo de colageno tecidual.

Em outro estudo realizado por Hassan & Kamal, (2013), avaliando o impacto do
exercicio fisico resistido e tratamento com doses de abuso de DN sobre a
hemodindmica e apoptose em tecido cardiaco foi possivel observar, prejuizo na
angiogenese, aumento de Caspase-3 e consequente apoptose, e hipertrofia
cardiaca patologica nesses animais, além de maior atividade do nervo renal e
aumento da frequéncia cardiaca, indicando aumento do risco cardiovascular nesses
animais.

Adicionalmente, Neves et al., (2013) demonstraram que o DN é capaz de
aumentar a expressdo de receptores B-adrenérgicos (1 e 2) no atrio dos animais
tratados com dose de abuso de DN, além de ser capaz de alterar o intervalo QTc do
eletrocardiograma. Esses resultados demonstram uma tendéncia ao
desenvolvimento de arritmias malignas, que podem evoluir para morte subita nos
individuos exercitados e que fazem uso DN.

Corroborando os dados publicados previamente, em revisao sistematica Frati
et al., (2015) identificou 19 casos de morte subita, entre 1990 e 2012, em individuos
com alguma correlacao de uso abusivo de EAA. Desses casos, 12 tiveram resultado
positivo no exame toxicologico para o uso de substancias anabolizantes, e desse
total, por volta da metade de casos foi detectado o uso de DN, demonstrando assim,
a correlacdo e o perigo do uso deste EAA em casos de morte subita em humanos.

Dados do nosso grupo demonstram que a associacdo do exercicio fisico

resistido ndo retarda os efeitos negativos do tratamento com DN. Franquni et al.,
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(2013) demonstrou que o tratamento com 20 mg/kg/semana durante 4 semanas
promove desenvolvimento de hipertensdo e prejuizo no RBJ, além disso ha a
deposicao de colageno e desbalanco em citocinas pro e anti-inflamatérias. Utilizando
dose semelhante, Lima et al., (2015) demonstraram que o0 exercicio fisico nao
modifica esse padrdo de respostas, logo € possivel inferir que os efeitos benéficos
do exercicio ndo sobressaem as acfes negativas do DN.

Apesar dos resultados amplos a respeito dos efeitos fisiopatolégicos do
tratamento com DN em animais experimentais, a literatura falha no fornecimento de
informacdes a respeito das acdes em individuos do sexo feminino, mesmo havendo
um aumento da utilizacdo desse tipo de drogas pelas mulheres (Onakomaiya &
Henderson, 2016), tdo pouco se sabe do papel do peptideo natriurético atrial nas
acOes dessas drogas, sendo necessario ampliar os estudos nesse sentido.

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com
DN durante o treinamento resistido na expressdo do ANP e do RBJ em ratas e

verificar o papel do estrogénio nesses parametros.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar a influéncia do tratamento cronico com alta dose de Decanoato de
nandrolona sobre o sistema cardiovascular de ratas jovens, submetidas ou
nao a atividade fisica resistida e o impacto da reducdo de estrogénio nesse

processo.

2.2 Objetivos especificos:

Avaliar o tratamento com Decanoato de nandrolona e/ou exercicio fisico

resistido sobre:

v" Presséo arterial média;

v' Reflexo bezold-jarisch;

v' Padréo de excrecdao renal;

v Hipertrofia e fibrose cardiaca e renal,

v" Andlises bioquimicas de ureia e creatinina no soro;

v Expressdo de ANP, receptor A e C nos tecidos atrial e renal,
respectivamente.

v Verificar se a ovariectomia influencia nos parametros estudados;
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3 METODOS

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) fémeas, com peso inicial
entre 180-200g e idade de aproximadamente dois meses. Os animais foram
recebidos do Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),
mantidos em gaiolas individuais de polipropileno, com umidade e temperatura (22°C)
controlada, e ciclo claro-escuro de 12h. Os animais tiveram acesso a agua e comida
(Purina Labina, SP-Brazil) ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com os principios éticos de experimentacao animal, descritos pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA; BRASIL, 2013) e
aprovados pelo Comité de Etica e Bem-estar Animal da UFES (CEUA-UFES:

031/2012).

Os animais foram separados em 8 grupos experimentais, de acordo com o
protocolo de tratamento ao qual foram submetidos, todos os animais do grupo S

foram submetidos a cirurgia ficticia (Sham):

v S e OVX (n=8 cada), animais tratados com veiculo, 6leo de amendoim
(intramuscular, 1.M.) duas vezes por semana, e ndo submetidos a exercicio
fisico;

v SE e OVXE (n=8 cada), animais tratados com o veiculo e submetidos ao
protocolo de exercicio resistido (ER), 5 vezes por semana,

v SD e OVXD (n=8 cada), animais tratados com Decanoato de nandrolona
(DN; Deca Durabolin®, Organon, Sdo Paulo) na dose de 20 mg/kg por
semana (I.M.) divididos em duas aplicacdes por semana, ndo submetidos a

exercicio fisico resistido;
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v" SDE e OVXDE (n=8 cada), animais tratados com DN e submetidos ao
exercicio fisico resistido. Todos os protocolos de tratamento foram
mantidos por 4 semanas. Os experimentos foram realizados em prazo

maximo de 5 dias apods a ultima dose de DN.

3.2 Procedimento cirargico

Os animais foram anestesiados com Quetamina e Xilasina (100 e 10 mg/kg,
intraperitoneal; 1.P), tiveram a regido dos flancos tricotomizadas e assepsiados com
alcool 70° GL, o animal foi mantido em decubito lateral e uma incisdo de
aproximadamente 1 cm foi feita na pele e na musculatura abdominal, com o intuito
de exteriorizar os ovarios. Ap0s a exteriorizagcdo, 0s ovarios e as trompas foram
amarrados com o auxilio de uma linha reabsorvivel, e removidos. A pele e a
musculatura foram entéo suturadas, a regido foi limpa e o procedimento foi repetido

no outro lado.

Os animais submetidos a cirurgia ficticia tiveram uma incisdo feita na pele e
musculatura, com posterior exposicdo dos ovarios, os mesmos foram entao

reintroduzidos no abdémen, seguido da sutura e limpeza da regiao.

3.3 Exercicio fisico resistido

O protocolo de exercicio fisico resistido foi realizado de acordo com o descrito
por Voltarelli, Gobarro & Mello (2002), com modificagdes. De maneira resumida, uma
semana antes do inicio do protocolo experimental, os animais foram adaptados ao
meio liquido, sendo mantidos em um recipiente cilindrico com agua aquecida (31° C
+ 1), por 60 minutos sem, entretanto, serem submergidos. Apos a adaptacéo, iniciou-
se o0 protocolo de treinamento que consistia em 6 sessdes de saltos, com plaquetas

de chumbo acoplado ao térax do animal, equivalente a 40% da massa corporal,
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onde esses eram incentivados a saltar em um recipiente com agua pré-aquecida
(31° C + 1), contendo 3 vezes sua altura, por 30’ seguidos de 30’ de descanso. Apos
esse treino, os animais foram mantidos em descanso por 9 minutos e retornaram ao
exercicio fisico com carga reduzida (30% da massa corpérea), durante 8 sessdes de
60’ treinando, seguido de 30’ de descanso, com contagem de saltos por minutos
durante todas as sessbes. Ao final do procedimento, foram retirados 20 ulL de
sangue da ponta da calda dos animais para dosagem de lactato sanguineo medido
com o auxilio de um lactimetro. O exercicio fisico resistido foi realizado 5 vezes por

semana durante 4 semanas (Cunha et al., 2005).

3.4 Avaliacao do ciclo estral pelo esfregaco vaginal

bY

Os animais foram submetidos a avaliagdo do ciclo estral para verificar a
ciclicidade normal e fase das ratas, antes da realizagdo dos experimentos
(Marcondes, Bianchi & Tanno, 2002). Para este procedimento, 20 uL de solucao
salina (NaCl 0,9%) foram introduzidas gentilmente na cavidade vaginal das ratas
com o auxilio de uma micropipeta, e realizados movimentos circulares suaves para
retirada do conteudo vaginal, que em seguida, foi aplicado a uma lamina de vidro
junto a uma gota de solucdo de lugol, sendo posteriormente analisado em
microscoépio Gtico binocular (Leica DM/LS, Leica — Germany) (Vilela, Santos Junior &

Silva, 2007).

A determinacao do ciclo foi realizada por meio da observagao da presenca e
predominéncia de células nucleadas, escamosas e leucdcitos, e classificadas em estro,
diestro I, diestro Il e proestro. Estro: queda da producédo estrogénica e, na analise da
citologia observa-se apenas células escamosas; Diestro |, também chamado de

metaestro: quando se observa presenca de células nucleadas, escamosas e
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leucdcitos em igual quantidade; Diestro 1l: com presenca de células nucleadas e
leucdcitos a observacdo microscopica; Proestro: auge da producdo estrogénica,
guando apenas células nucleadas séo vistas na analise microscopica (Marcondes et

al., 2002).

Uma semana antes da data do procedimento experimental, as ratas tiveram o
ciclo estral acompanhado, e o experimento so6 foi realizado quando as ratas do grupo

S e SE se encontravam em proestro.

3.5 Coleta e analises urinarias

Os animais foram acondicionados em gaiolas metabdlicas, para a coleta e
medicdo do volume urinario de 24h, com acesso a agua (60 mL) e comida por 48h.
No primeiro dia o volume foi medido e descartado, somente nas dltimas 24h que o
volume urinario foi medido e armazenado (-80° C) para as posteriores analises de
sédio urinario.

Para esta dosagem, uma aliquota é diluida na proporcdo 1:100 de agua ultra
pura (Milli-Q), e aplicada em um fotémetro de chamas (Micronal apparatus, modelo
B, Sdo Paulo, SP, Brasil). A quantidade de sédio excretada € representada por mEg-

Na/mL de urina.

3.6 Avaliacao da presséao arterial média e Reflexo Bezold-Jarisch

Posteriormente, a um intervalo de 24h da retirada dos animais da gaiola
metabdlica, procedeu-se a cateterizacdo da artéria e veia femorais. Brevemente, os
animais foram anestesiados com Quetamina e Xilasina (100/10 mg/kg; I.P.) e uma
incisdo na regido inguinal foi feita, com posterior isolamento do plexo véasculo-
nervoso, possibilitando a cateterizacdo da artéria e veia femoral, respectivamente,

utilizando cateteres de polietileno (PE10 acoplado a PE50, Clay Adans, USA). Os
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cateteres foram mantidos preenchidos com solucéo salina (NaCL 0,9%) e ocluidas
com pinos de aco inoxidavel. O cateter arterial femoral esquerdo foi conectado a um
transdutor de pressao (Grass Instrument Div., Warwick, NY, USA; Model PT 300)
através de um cateter flexivel, e os valores de registro da pressao arterial média
(PAM), e frequéncia cardiaca (FC) foram obtidos através de um sistema
computadorizado e um programa para aquisicdo de dados bioldgicos (Biopac
System® MP100, Santa Barbara, CA, USA), 24h apdés o procedimento de

cateterizacao (Franquni et al., 2013).

Em seguida, realizou-se a avaliacdo do reflexo Bezold-Jarisch (RBJ). Para isto,
doses randomizadas de Fenilbiguanida (FBG; 1,5-24 ug/kg) foram aplicados in bolus
nos animais, sendo observado como resposta da ativacéo deste reflexo, bradicardia
e hipotensdo. O grau de sensibilidade do reflexo foi medido por meio do percentual
maximo de queda da Pressdo Arterial Diastélica (PAD) e FC ap6s cada dose de

FBG (Franquni et al., 2013).

3.7 Retirada dos tecidos e andlises histologicas

Apoés a avaliacdo do RBJ, os animais foram eutanasiados por decapitacédo, o
sangue foi recolhido e a cavidade toracica exposta, onde foi possivel exteriorizar o

coracao e posteriormente realizar a separacgéo do atrio direito (AD) e dos ventriculos.

Os animais tiveram o coragcdo lavado em solucdo salina, foram secos e
pesados. O AD foi congelado imediatamente em nitrogénio liquido para as analises
posteriores de real time PCR (RT-PCR), e os ventriculos foram armazenados em
solucdo de formol (10%) tamponado para as andlises histolégicas. A relacdo massa
do coragdo umido pelo comprimento da tibia (Cor/Tibia) foi utilizada como indicativo

de hipertrofia macroscopica e foi confirmada pelas analises morfométricas.
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Os rins dos animais foram retirados, lavado com solugcdo salina, seco com
papel de filtro, e posteriormente pesado para a obtencdo dos dados de hipertrofia
renal. Um dos oOrgaos foi entdo armazenado em solucdo de formol a 10%
tamponado, para posterior analise histolégica, enquanto o outro foi congelado em

nitrogénio para a realizacdo das analises de RT-PCR.

Apoés 24h na solucéo de formol, os tecidos cardiaco e renal foram processados,
incluidos em parafina e cortados em microtomo manual rotativo (LEICA), com

espessura de 5 um.

Os coracdes foram corados com hematoxilina/eosina (H&E), para avaliagao de
hipertrofia cardiaca. Outros cortes dos coracfes e rim (cértex renal) foram corados

utilizando Picrosirius red (Sirius Red), a fim de verificar a deposi¢ao de colageno.

Para analise morfométrica dos 6rgaos, 10 campos de laminas de cada animal
foram fotografados, com o auxilio de um software de obtencdo de imagens (Motic
Cam Plus®), no aumento de 400X e o nimero de nicleo de midcitos por campo e a
area do ntcleo de midcitos foi compilada utilizando o software livre Image J®, assim
como o percentual de colageno tipo I, sob a luz polarizada, foi obtido em cada grupo

de tratamento (Tachaudomdach et al., 2015; Franquni et al., 2013).

3.8 Analises bioquimicas

O sangue dos animais, foi levado a centrifuga (3000 rpm, 4° C, 15 minutos)
para a separacao do soro e congelado (-80° C) até o momento do uso. As dosagens
de Creatinina e Ureia no soro foram realizadas por meio do uso de Kits Bioquimicos
disponiveis no mercado (Bioclin®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil) de acordo

com as especificacdes do fabricante.
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3.9 Expressao génica de ANP, NPR-A e C por Real Time PCR (RT-PCR)

O RNAm total foi extraido do atrio e dos rins utilizando um protocolo
estabelecido previamente (Haroon et al., 2015). Os tecidos foram processados em
tubos tipo eppendorf estéreis com 1mL do reagente TRIzol® e homogeneizado em
seguida. Foi adicionado a mistura homogeneizada, 1,0 mL de cloroférmio e o tubo
foi levado a centrifugacdo (12000 g, 4°C por 15 minutos). ApGs a separacdo de
fases, 0 sobrenadante foi transferido para um segundo tubo eppendorf, junto com
650 pL de isopropanol, e novamente centrifugado por 35 minutos (12000 g a 4° C).
O sobrenadante desta segunda separacéo foi descartado e 1,3 mL de etanol (75%)
foram adicionados ao pellet seguido de nova centrifugacdo (12000 g, 4°C por 15
minutos). O sobrenadante foi novamente descartado e o RNA recém-extraido foi re-
suspenso em 20 uL de agua ultrapura livre de RNA e DNA (UltraPure™ DNAse,
RNAse free water; Intrivitrogen Life technologies™, Carlsbad, CA, USA) e mantida a
-80° por um dia. Apos esse periodo o RNA foi tratado com a enzima DNase,
seguindo as instrucfes do fabricante (Turbo DNA freeTM, Ambion Inc. Carlsbad, CA,
USA). De maneira breve, em cada amostra foi adicionado 1 uL do reagente de
DNAse |. As amostras foram entdo incubadas por 30 minutos a 37° C, e 10% do
volume do reagente de inativacdo foram adicionados, seguido de nova incubacgéo
por 2 minutos a temperatura ambiente. Por fim as amostras foram novamente

centrifugadas a 10000 rpm por 2 minutos com o intuito de separar o sobrenadante.

A expressdo génica do ANP e seus receptores (NPR-A e NPR-C) foram
determinados por Real time PCR no éatrio direito (AD) e o rim esquerdo,
respectivamente. Para tanto a sintese do cDNA foi realizada através de transcricao
reversa, a partir do RNAm obtido das amostras, como descrito anteriormente. Deste

modo, uma mistura contendo os Randon primers (100 ng/uL), um mix de trifosfato de
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deoxirribonucleotideo (dNTP; 10 mM) e &gua ultrapura livre de RNA e DNA
(quantidade suficiente para 13 uL) foram adicionados a 1 pug of RNA e incubados por
5 minutos a 65°C, seguido por resfriamento de 1 minuto a 4°C. A retrotranscricdo foi
feita utilizando tampao PARA pcr (5x), dithiothreitol (DTT; 0,1M), inibidor ribonucleico
(40 U/uL) e enzima de transcricdo reversa (Superscript Il RT enzyme), apés a
adicdo dos reagentes ao tubo eppendorf, seguiu-se o processo e incubacdo, que
consistiu em aquecimento por 5 minutos a 25°C, 50 minutos a 50° C e por fim 15
minutos a 70°C. O cDNA obtido foi entdo armazenado a -20°C para as analises
posteriores. Para a quantificacdo da expresséo génica através da técica de PCR em
tempo real (RT-PCR), foi utilizado o gene do ribossomo (26s) como normalizador
(Haroon et al., 2015), a reacéo foi realizada em placas de 96 pocos utilizando o
agente colorimétrico SYBR® green (LifeTechnologies™). A andlise da expressdo
génica relativa foi realizada utilizando o método descrito por (Livak & Schmittgen,
2001) (2*4°T), que consiste na comparacdo entre os diferentes tratamentos com um
dos grupos onde os menores valores de expressdo nos ciclos limiar (Ct) séo
encontrados. A programacdo de ciclos utilizados no termociclador (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA; ABI-Prism 7000 System) foram as seguintes:
Estagio 1, ciclo de 2 minutos a 52°C; Estagio 2, ciclo de 10 minutos a 95°C; Estagio

3,60 ciclos de 0.15 minutos a 95°C e 1 minuto a 50°C.

Os primers especificos usados foram os seguintes: (ANP: 5~GGA TTT CAA
GAA CCT GCT AGA-3’ and 5-CTT CAT CGG TCT GCT CGC TCA-3; NPR-A: 5-
ATC ACA GTG AAT CAC CAG GAG TTC-3’and 5-AGA TGT AGA TAA CTC TGC
CCT TTC G-3’; NPR-C: 5-CCT ACA ATT TCG ACG AGA CCA AA-3’and 5-ACT

CGC TCACTG CCC TGG ATG TA-3).

3.10 Andalise estatistica
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5
(Graph Pad Software, La Jolla, CA — USA). A comparacdo entre as médias foi
avaliada utilizando analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste
post hoc de Tukey. Para as andlises do reflexo Bezold-Jarisch e entre os grupos
OVX e S foram utilizadas ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni. Para os hormonios as diferencas entre as médias foram determinados
por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste post hoc de
Newman-Keuls. As diferencas entre as médias foram consideradas significantes

guando p<0,05.
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4 RESULTADOS

ApOs o0 periodo de tratamento com DN pode-se observar aumento na
expressao génica de ANP no atrio direito dos animais (Figura 6, Painéis A e B), e 0
exercicio fisico sozinho ndo promoveu esse incremento, porém ao associar ambos
0s tratamentos, observa-se aumento na expressdo do ANP de magnitude
semelhante a do tratamento com DN (S: 1,142+0,102; SD: 2,802+0,488; SE:
1,000+0,030; SDE: 2,962+0,385 OVX: 1,213+0,322; OVXD: 2,290+0,578; OVXE:
1,320+0,167, OVXDE: 3,618+0,478 RNAmM ANP/26s em unidades arbitrarias; **
qguando p< 0,05 quando comparado ao grupo S;++ quando p<0,01 em comparacao
ao grupo OVX). A ovariectomia sozinha ndo promoveu alteracdo nesse parametro
(quando o grupo OVX foi comparado ao grupo S), assim como o tratamento no
grupo OVXD, onde foi possivel observar apenas tendéncia a esse aumento sem,

entretanto, diferenca estatistica.
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Figura 7: Valores de expressdo génica de ANP no atrio direito de ratas tratadas com DN e/ou
submetidas a exercicio fisico resistido. Painel A: Animais submetidos a cirurgia ficticia (S, SD, SE e
SDE). Painel B: Animais submetidos a ovariectomia (OVX, OVXD, OVXE e OVXDE). Todos o0s
tratamentos foram iniciados apds 21 dias do procedimento cirtrgico e foram mantidos por 4 semanas.

**p<0,01 quando comparado a S; "'p<0,01 quando comparado a OVX.
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Com relacdo a expressao génica dos receptores de ANP no rim, pode-se
observar reducdo na expressdo génica do receptor A apdés o tratamento com DN
(Figura 7, Painel A e B), tanto nos animais treinados quanto nos nao treinados (S:
5,908+0,307; SD: 1,050+0,244; SE: 4,280+0,800; SDE: 1,738+0,242; OVX:
4,658+0,478;, OVXD: 2,516+0,441; OVXE: 6,310+1,189; OVXDE: 1,578+0,310
RNAmM NPR-A/26s em unidades arbitrarias; ‘p< 0,05 quando comparado a S;
*p<0,05 quando comparado a OVX), a ovariectomia ndo promoveu diferenca neste

receptor (p>0,05 quando comparado a S).

O receptor tipo C (NPR-C), também se apresentou reduzido nos animais
tratados com DN, entretanto, somente quando o exercicio fisico foi associado a este
tratamento (Figura 7, Painel C e D). Neste caso, a ovariectomia promoveu aumento
na expressao deste gene, quando comparado ao grupo S (S: 2,410+0,234; SD:
2,183+0,317; SE: 2,693+0,566; SDE: 1,268+0,116; OVX: 3,760+0,155; OVXD:
4,480+1,035; OVXE: 3,375+0,444; OVXDE: 1,090+0,230 RNAmM NPR-C/26s em
unidades arbitrarias; “p< 0,01 quando comparado a S; *p<0,05 quando comparado a

OVX).
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Figura 8: Resultado da expressédo génica do receptor A e C de ANP no rim dos animais tratados com
DN e/ou submetidos ao exercicio fisico resistido em unidades arbitrarias (UA). Painel A e C: Animais
submetidos a cirurgia ficticia (S, SD, SE e SDE). Painel B e D: Animais submetidos a ovariectomia
(OVX, OVXD, OVXE e OVXDE). Todos os tratamentos foram iniciados apds 21 dias do procedimento
cirlrgico e foram mantidos por 4 semanas. p<0,05 e ~p<0,01 quando comparado a S; *p<0,05

quando comparado a OVX.

A avaliacdo de hipertrofia cardiaca foi realizada, macroscopicamente, pela
relacdo entre massa do coragdo pelo comprimento da tibia (COR/TIBIA). A relacdo
revelou hipertrofia cardiaca nos animais tratados com DN (SD, OVXD, SDE e
OVXDE) bem como nos submetidos ao exercicio fisico resistido (SE e OVXE)
guando comparado aos seus controles (S: 0,186+0,002; SD: 0,228+0,006; SE:
0,241+0,021; SDE: 0,245+0,005; OVX: 0,202+0,006; OVXD: 0,242+0,006; OVXE:
0,234+0,009; OVXDE: 0,250+0,007 g/cm, Figura 8; Painel I; **p<0,01 quando

comparado a S; "p<0,05 e "'p<0,01 quando comparado a OVX). A confirmacéo
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dessa hipertrofia foi realizada microscopicamente pela avaliagdo do numero de
ndcleo de midcitos por campo (S: 7,8+0,5; OVX: 8,3+0,2; SD: 3,6+0,2; OVXD:
4,1+0,2; SE: 5,6%0,3; OVXE: 5,4+0,3; SDE: 3,9+0,3; OVXDE: 4,4+0,2; Figura 8,
Painel J; “p<0,01 quando comparado a S; **p<0,01 quando comparado a OVX) e da
area do nucleo dos miocitos (S: 1135+19; OVX: 1114+20; SD: 1328+30; OVXD:
1390+30; SE: 1245+27; OVXE: 1200+27; SDE: 1341+28; OVXDE: 1304429 um?;
Figura 8; Painel K; **p<0,01 quando comparado a S; "p<0,05 e "*p<0,01 quando

comparado a OVX).
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Figura 9: Figuras representativas das laminas coradas com H&E usadas para a avaliagdo da
morfometria cardiaca (Painels A-H). Avaliacdo da hipertrofia cardiaca macro e microscopica por meio
da relagdo entre a massa cardiaca e o comprimento da tibia (Painel 1), nimero (Painel K) e de
midcitos por campo (Painel L), nos diferentes grupos de tratamento. **p<0,01 quando comparado a S;

"p<0,05 e "'p<0,01 quando comparado a OVX.
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Adicionalmente, foi avaliada pela coloracao de Picrossirius red, a deposicéo de
colageno no tecido cardiaco. Foi observado aumento na quantidade de colageno
cardiaco apenas nos animais tratados com DN, o mesmo nao foi encontrado nos
grupos apenas submetidos a exercicio fisico resistido (S: 2,2+0,2; OVX: 2,1+0,1; SD:
3,5+0,2; OVXD: 3,6+0,1; SE: 2,2+0,1; OVXE: 2,340,1; SDE: 2,9+0,1; OVXDE:
3,1+0,1 %:; Figura 9, Painel Q; “p<0,01 quando comparado a S; "*p<0,05 quando
comparado a OVX). De modo semelhante aos resultados anteriores, a ovariectomia
nao alterou esse padrdo de resposta. A comparagcao entre 0s grupos tratados com
DN e submetidos ou ndo ao exercicio fisico demonstrou que ha diferenca na
deposicado de colageno entre esses grupos. O exercicio fisico reduziu a deposicao
de colageno neste grupo quando comparado ao mesmo grupo sedentario (8§ p<0,05

guando comparado aos respectivos controles sedentarios).
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Figura 10: Figuras representativas das laminas de tecido cardiaco coradas com Picrossirius red
(Paineis A-D e I-L) e sob luz polarizada (Paineis E-H e M-P) dos diferentes grupos de tratamento.
Painel Q: Percentual da area de colageno cardiaco depositado no tecido cardiaco dos animais nos
diferentes grupos de tratamento. **p<0,01 quando comparado a S; "'p<0,01 quando comparado a

OVX.

Em relacdo ao rim, o tratamento com DN foi capaz, de aumentar a relacao
entre massa renal e o comprimento da tibia em todos os grupos tratados,

independente da associacdo com exercicio fisico (S: 0,248+0,012; SD: 0,304+0,013;
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SDE: 0,295+0,012; OVX: 0,231+0,007; OVXD: 0,287+0,008; OVXDE: 0,298+0,009
g/cm; Figura 11, Painel Q; * p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado a S; ** p<0,01
quando comparado a OVX) quando os animais foram submetidos apenas ao
protocolo de exercicio fisico resistido, ndo foi observado alteracdo nessa relacao

(SE: 0,230+0,007; OVXE: 0,239+0,01; g/cm).

A deposicao de colageno no rim também foi investigada por meio da coloracao
de Picrossirius red. As laminas foram avaliadas por luz polarizada, e a analise dos
dados mostrou aumento da deposicdo de colageno no cértex renal apenas dos
animais tratados com DN (S: 2,9+0,2; OVX: 3,0£0,2; SD: 4,5+0,3; OVXD: 4,7+0,2;
SE: 3,0£0,3; OVXE: 3,2+0,2; SDE: 4,3+0,2; OVXDE: 4,4+0,3 %; Figura 11; Painel R;
** n<0,01 quando comparado a S; " p<0,01 quando comparado a OVX). Os valores

de ureia, creatinina e excre¢ao renal de sodio ndo foram alterados (Tabela 1).
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Figura 11: Imagens representativas das laminas do rim dos animais coradas com Picrossirius red (A-
D e I-L) e sob luz polarizada (E-H e M-P), nos diferentes grupos de tratamento. Painel Q: Avaliacdo
da hipertrofia macroscépica renal pela razdo massa renal/comprimento da tibia. Painel R: Analise da

area percentual de colageno no coértex renal. *p<0,05 e **p<0,01 quando comparado a S; ™" p<0,01

quando comparado a OVX.
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Tabela 1: Valores de creatinina e ureia (soro) e excre¢ao de sodio (urina) dos animais tratados com
Decanoato de nandrolona e/ou submetidos a exercicio fisico por 4 semanas.

Grupos S OvX SD OVXD SE OVXE SDE OVXDE

Uréia 43,913.5 45.1+2.2 43.4+4.2 37.6£2.3 39.5%£3.8 35.2¢5.6 31.7+x1.8 35.1+1.5
(mg/dL)

Creatinina 0.46+0.04 0.55+0.01 0.51+0.03 0.44+0.03 0.43+0.02 0.43+0.02 0.44+0.03 0.49+0.01
(mg/dL)

Sodio  95.3+30.9 98.3+33.8 101.0+17.8 91.1+9.1 107.0+22.7 115.7+41.8 73.0+5.8 97.3+27.7
(mEg/mL)

Os resultados estdo apresentados como média = erro padrdo da média. S: Sham, Veiculo; SD: DN
20mg/kg/semana; SE: Exercicio resistido 5x semana; SDE: DN+Exercicio; OVX: Ovariectomia, veiculo;
OVXD: DN 20mg/kg/semana; OVXE: Exercicio resistido 5x semana; OVXE: DN+Exercicio;

N&o foi observada alteracdo na PAM (S: 104+5; OVX: 102+6; SD: 1084,
OVXD: 104+5; SE: 106+7; OVXE: 100+6; SDE: 104+7; OVXDE: 111+2 mmHg) ou
FC (S: 357+17, OVX: 361+7, SD: 37610, OVXD: 344+11, SE: 333+15, OVXE:
352411, SDE: 343115, OVXDE: 338+13; bpm) em nenhum dos grupos tratados, bem

como nao houve alteracdo no RBJ apds o tratamento com DN (Tabela 2).
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Tabela 2: Percentual de reducdo na pressao arterial diastdlica (PAD) e na
frequéncia cardiaca (FC) induzidas pela aplicacdo in bolus de fenilbiguanida nos

grupos S e OVX tratados com DN e/ou submetidos a exercicio fisico resistido.

Fenilbiguanida (pg/kg; iv)

Grupos 1,5 3 6 12 24
S
PAD 4319 55+7 64+9 7210 89+6
FC 1945 3544 40+7 55+8 60+6
SD
PAD 3217 48+7 59+5 69+10 78+6
FC 20+6 3318 387 51+9 68+9
SE

PAD 3318 4617 51+9 70+8 78+10

FC 1948 28+7 3544 469 58+9
SDE

PAD 3219 4714 56+9 65+7 72+10

FC 1947 346 388 535 61+7
OVX
PAD 4616 54+6 69+6 74+10 80+6
FC 1946 358 455 58+8 6845
OVXD
PAD 47+9 51+4 61+6 68+8 73+7
FC 2415 4147 50+8 61+6 65+6
OVXE
PAD 50+6 55+5 60+6 6715 7214
FC 2644 405 535 5616 68+5
OVXDE

PAD 4317 50+8 70+6 7318 82+9
FC 285 3718 51+6 55+7 63+8

Os resultados estdo apresentados como média * erro padrdo da média. S: Sham, Veiculo; SD: DN
20mg/kg/semana; SE: Exercicio resistido 5x semana; SDE:. DN+Exercicio; OVX: Ovariectomia,

veiculo; OVXD: DN 10mg/kg/semana; OVXE: Exercicio resistido 5x semana; OVXE: DN+Exercicio;

A eficiéncia anabdlica do tratamento com DN foi avaliado por meio da relacao

massa do musculo gastrocnémio pelo comprimento da tibia. Pode-se observar que o

tratamento com DN, associado ou ndo ao exercicio fisico promoveu aumento dessa

relacdo, e que o exercicio fisico isolado nao foi capaz de promover alteracao (S:
0,422+0,016; SD: 0,528+0,019; SE: 0,415+0,021; SDE: 0,4884+0,015; OVX:
0,447+0,014; OVXD: 0,543+0,013; OVXE: 0,4394+0,012; OVXDE: 0,4932+0,008

g/cm; Figura 12; 'p<0,05 quando comparado a S; **p<0,01 quando comparado a

OVX).
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Figura 12: Avaliacdo da hipertrofia muscular e eficiéncia anabdlica do DN, pela razdo massa do
gastrocnémio/comprimento da tibia nos diferentes grupos de tratamento. *p<0,05 quando comparado

a S; " p<0,01 quando comparado a OVX.

A influéncia do DN sobre a eficiéncia do exercicio fisico resistido foi avaliado
pela contagem do numero de saltos por minuto dos animais, e revelou aumento do
namero de saltos nos grupos SDE e OVXDE (SE: 18,46+0,19; SDE: 20,22+0,21;
OVXE: 18,29+0,21; OVXDE: 20,14+0,23 saltos/minuto; Tabela 3) e todos os grupos
estavam em anaerobiose, como indicou a dosagem de lactato sanguineo (SE:
10,47+1; SDE: 10,1+0,7; OVXE: 10,7+0,9; OVXDE: 10,65+1 mmol/dL; p<0,05

quando comparado a S; *p<0,05 quando comparado a OVX).
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Tabela 3: Valores de lactato sanguineo dos grupos submetidos ao exercicio fisico
resistido

Grupos Lactato sanguineo Numero de saltos por
(mmol/dL) minuto
SE 10.471 18.46+0.19
SDE 10.1+0.7 20.22+0.21
OVvX 10.7410.9 18.29+0.21
OVXDE 10.65+1 20.14+0.23"

Dados apresentados como média + E.P.M.; 'p<0,05 quando comparado a SE; * p<0,05 quando
comparado a OVX.

A ovariectomia promoveu aumento no ganho de peso das fémeas (S: 28616;
OVX: 3054 g, *p<0,05 quando comparado a S) e o exercicio fisico ndo foi capaz de
determinar reducdo neste ganho (OVXE: 310+8 g, 'p<0,05 quando comparado a S),
entretanto, o tratamento com DN provocou ganho de peso em todos os animais,
independente da associacdo com o exercicio (SD: 321+5; SDE: 315+6; OVXD:
331+6; OVXDE: 322+6 g; Tabela 4; *p<0,05 quando comparado a S; "p<0,05 quando
comparado a OVX).

Tabela 4: Ganho de peso dos animais tratados com Decanoato de nandrolona e/ou
submetidos a exercicio fisico resistido.

Grupo Peso final
S 28616
SD 3215
SE 277+10
SDE 3156
OVX 3054
OVXD 33146"
OVXE 310+8™
OVXDE 322+6"

Valores apresentados como média + E.P.M.; *p<0,05 quando comparado a S; +p<0,05 quando
comparado a OVX;
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Os niveis de 17B-estradiol das ratas submetidas ao tratamento com DN foram
reduzidos a valores semelhantes aos dos animais OVX (S: 53%£2; SD: 31+3; SE:
6418; SDE: 32+1; OVX: 28.81+4; OVXD: 34+2; OVXE: 32+3; OVXDE: 30+3 pg/mL;
*p<0,05 quando comparado a S), quanto ao hormdnio testosterona, por outro lado,
apresentou-se aumentado em todos os animais submetidos ao tratamento com DN
(S: 0,2133+0,0103; SD: 2,888+0,2496; SE: 0,1479+0,013; SDE: 1,364+0,1458; OVX:
0,1836+0,023; OVXD: 2,183+0,2101; OVXE: 0,2856+0,080; OVXDE: 1,600+0,1496
pg/mL; Tabela 5; *p<0,05 quando comparado a S; "p<0,05 quando comparado a
OVX).

Tabela 5: Valores de testosterona e estrogénio séricos das ratas tratadas e/ou
submetidas a exercicio fisico resistido por 4 semanas.

Grupo Estrogénio (pg/mL) Testosterona (pg/mL)
S 5312 0,2133+0,0103
SD 31+3* 2,88810,2496*
SE 6418 0,1479+40,013

SDE 32+1* 1,364+0,1458*

OVX 28.814° 0,1836+0,023

OVXD 342 2,183+0,2101"

OVXE 323 0,28560,080

OVXDE 303 1,600+0,1496"

Resultados apresentados como média = E.P.M. * p<0,05 quando comparado a S;+ p<0,05 quando

comparado a OVX; §p<0,05 quando comparado a S.
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5 DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo foi 0 aumento da expressao génica de
ANP no atrio e reducdo da expressao génica de seus receptores renais em ratas
tratados com DN, além de hipertrofia cardiaca e renal, com aumento de deposicéo
de colageno tecidual, entretanto sem proporcionar mudancas nas propriedades

funcionais nos sistemas estudados.

O ANP é armazenado na forma de granulos nos cardiomidcitos atriais, e a sua
liberacdo ocorre por meio de diversos estimulos, como aumento da distensdo da
parede atrial (Brenner et al.,, 1990), e de outras substancias produzidas pelo
organismo, como angiotensina Il, norepinefrina e endotelina (De Vito, 2014;
Demerath et al., 2014; Schiebinger & Greening, 1992). Uma vez liberado dos
granulos para a corrente sanguinea, o peptideo age especialmente no rim,
promovendo aumento da natriurese e diurese e consequente reducdo na pressao
arterial. Adicionalmente, outros mecanismos estdo envolvidos na reducdo da
pressdo arterial promovida pelo ANP, como vasodilatacdo e inibicdo de outros

sistemas, como o SRA (Demerath et al., 2014; Potter, Abbey-Hosch & Dickey, 2006).

Desse modo, diversos fatores como obesidade (Wang et al., 2004), exercicio
fisico (Souza et al., 2015; Endlich et al., 2011), hipertrofia cardiaca (Holtwick et al.,
2003; Klein et al. 1995; Ruskoahoo 1992) e insuficiéncia cardiaca (Zabarovskaja et
al., 2015; Klein et al. 1995) podem alterar de alguma maneira a sintese e liberacao

desse peptideo no organismo.

Dentre esses fatores, a hipertrofia cardiaca € especialmente correlacionada
com o ANP, e pode ser caracterizada pelo aumento do tamanho dos cardiomidcitos,

causada por diversos estimulos fisiopatolégicos (Lorell & Carabello, 2000) e
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sistemas fisiologicos importantes como o SRA (Piratello et al., 2010; Li et al., 2008;

Crowley et al., 2006).

Dados anteriores demonstram que a utilizacdo de EAA é capaz de promover
hipertrofia cardiaca e estimular a deposicdo de colageno, e que a hipertrofia
cardiaca desenvolvida tem participacdo importante do SRA (Franquni et al. 2013;
Andrade et al. 2011; Tanno et al. 2011, Bissoli et al. 2009). Os dados precedentes
demonstram que DN promove alteracdo na fisiologia cardiovascular de machos
tratados com dose de abuso, de uma forma dose e tempo dependente (Franquni et

al., 2013; Bissoli et al., 2009).

Em estudo publicado por Franquni et al., (2013), utilizando dose (20 mg/kg) e
tempo de tratamento (4 semanas) semelhante ao do presente estudo, foi possivel
observar hipertrofia com deposi¢cdo de colageno e desenvolvimento de hipertensao
nos animais tratados. Esses dados demonstram claramente uma diferenca entre
sexos nas respostas ao tratamento com DN, tendo em vista que machos
apresentaram alteracdo na fisiologia do sistema cardiovascular, enquanto que em

fémeas sob 0 mesmo protocolo experimental, isso ndo foi observado.

Diversas pesquisas correlacionam o ANP com a hipertensédo (Chandra et al.,
2015; Demerath et al., 2014; Levin et al., 1998). Chandra et al. (2015) em estudo
realizado em humanos com hipertenséo essencial, observaram reducdo de 87% na
expressao génica e proteica do ANP nos pacientes hipertensos. Além disso, o gene
gue expressa a enzima Aldosterona sintase (CYP11B2) encontrava-se elevado no
mesmo grupo de pacientes, bem como a expressao proteica dessa enzima quando
comparado ao grupo controle, sugerindo, assim que esses sistemas se
contrabalanceiam, e que a menor liberacdo de ANP nesse grupo, poderia ser

atribuida a hipertenséo observada nesses pacientes.
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De modo complementar, Demerath et al., (2014) investigaram o mecanismo
pelo qual o ANP influencia a liberacdo de renina pelo rim, tendo em vista que na
hipertensdo renovascular ocorre aumento de ANP, mas também de renina. Para
tanto, foram utilizados camundongos knockout para ANP e seu receptor NPR-A. Foi
possivel observar que com a retirada do ANP ou do NPR-A, os animais
desenvolveram hipertensdo, porém nao houve exacerbacdo na liberacao de renina
no grupo dois rins e um clipe (2R1C), quando comparado ao grupo SHAM. Por meio
desse estudo € possivel observar que o ANP pode promover suas a¢des de modo
direto, e ndo apenas pela modulacdo de outros sistemas fisioldégicos, assim, este

peptideo exerce papel chave no controle da presséao arterial.

Pode-se também, inferir que o aumento na expressdo génica de ANP
observada no presente estudo, pode ter sido, pelo menos em parte, responsavel
pela manutencdo da pressdo arterial em niveis normais nas fémeas tratadas com
DN, e que talvez, esse peptideo possa ser o responsavel pela diferenca sexual nas

respostas ao tratamento.

O ANP é conhecidamente anti-hipertrofico. Em 2001 Knowles e colaboradores
observaram que animais Knockout para o receptor A, mesmo ndo desenvolvendo
hipertensdo, apresentavam hipertrofia cardiaca. Recentemente, Moubarak et al.,
(2015) evidenciaram em estudos in vitro, que a presenca do ANP reduz a
proliferacdo e diferenciacédo de fibroblastos cardiacos, bem como a liberacdo de
colageno por essas ceélulas. Esses estudos demostram a acdo anti-proliferativa e
anti-fibrética do ANP. Por outro lado, estudos demonstram papel importante do SRA
no desenvolvimento da hipertrofia e fibrose cardiaca (Piratello et al., 2010) inclusive
em animais tratados com DN (Andrade et al., 2011), indicando que os dois sistemas

podem atuar de fato, contrabalanceando-se em suas acoes fisiologicas.
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Levando em consideracao os trabalhos previamente publicados, utilizando DN
e avaliando a deposicdo de colageno, € possivel observar que em machos a
deposicdo € muito acentuada quando comparada a seus controles. No estudo
publicado por Franquni et al., (2013) é observado aumento de quase 1000% nos
valores de colageno tecidual, resultado semelhante € observado por Tanno et al.,
(2011) e por Lima et al., (2015) nos animais treinados e tratados. Entretanto, ndo
podemos afirmar que o tratamento em machos ndo promove aumento do sistema de
ANP, tendo em vista que esse dado néo foi encontrado na literatura. Mas podemos
especular, levando em consideracéo as diferencas entre 0s sexos, que nos machos,
pode ndo ocorrer aumento do sistema do ANP de modo semelhante ao observado
nas fémeas, ndo impedindo desta forma, a maior deposi¢édo de colageno no coracao

desses animais.

Tanno et al.,, (2011) demonstraram que o tratamento com DN (10 mg/kg)
associado ao exercicio fisico resistido promove remodelamento cardiaco intenso,
com deposicao de colageno e reativacdo de genes fetais. Dentre os genes fetais
avaliados, o ANP apresentou-se elevado apenas no grupo que associou exercicio
fisico e uso de DN. Esse estudo prolongou-se com o publicado por Neves et al.,
(2013), onde foi demonstrado que o0 mesmo protocolo de tratamento, promoveu
alteracdo no eletrocardiograma e aumento da expressdo de receptores f3-

adrenérgicos no miocardio.

Em ambos os trabalhos é possivel notar anulacdo dos efeitos benéficos
promovidos pelo exercicio fisico quando associado o uso de EAA. Tanno et al,
(2011) demonstraram hipertrofia adaptativa nos animais submetidos ao exercicio,

sem reexpressdo de genes fetais ou deposicdo de coldgeno, do mesmo modo



66

Neves et al., (2013) evidenciaram que 0 exercicio ndo promove aumento da

expressao de receptores B, dificultando assim o aparecimento de arritmias.

Nossos resultados demonstram que o exercicio fisico resistido foi capaz de
promover hipertrofia cardiaca nos animais, contudo sem causar aumento da
expressao génica de ANP. A hipertrofia cardiaca associada com exercicio resistido é
atribuida a acéo fisioldgica do organismo, representando uma adaptacdo do coragcado
ao aumento da carga de trabalho (D’Andrea et al. 2006; Lorell & Carabelo, 2000;
Suman et al. 2000). Colan (1992) discorre que em atletas é comum observar
dilatagéo ventricular com preservacéo da relagcdo entre massa e volume, enquanto
outros atletas apresentam alteragdo nessa relacdo tendo, portanto, hipertrofia

concéntrica que consiste em aumento da relacdo massa e volume cardiaco. Em

ambos os casos, a fungéo ventricular é sempre preservada.

Em revisdo realizada por Fernandes et al., (2011) é possivel observar que o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca adaptativa € comum ao exercicio fisico, e
que o tipo de atividade tende a promover diferentes formas de hipertrofia, logo,
exercicios resistidos causam aumento nos miécitos e reducdo da camara ventricular,
sendo caracterizada como concéntrica, enquanto as atividades aerdbicas promovem
hipertrofia excéntrica caracterizada por aumento da camara cardiaca. Em todos os
tipos de hipertrofia fisiologica, o fator determinante € que ndo ha prejuizo na fungéo

cardiaca.

Estudos demonstram que a hipertrofia causada por uso de EAA é patolégica, e
concéntrica (Nascimento et al., 2016; Frati et al.,, 2015; Tanno et al., 2011).
Nascimento et al., (2016) demonstrou que h& hipertrofia concéntrica (adicdo de
sarcbmeros em paralelo) e deposicdo de coldgeno no miocardio de ratas tratadas

com DN igual ao presente estudo. Entretanto, a analise da fung¢éo cardiaca, mostrou
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aumento do relaxamento e da contracdo cardiacos apdés o tratamento. Esse
resultado difere dos dados prévios publicados em machos (Norton et al., 2000;
Trifunovic et al., 1995), demonstrando assim que ha diferenca de sexo importante,
no tocante a resposta fisiolégica do uso desse tipo de drogas em fémeas.
Adicionalmente, assim como no presente estudo, apesar do aumento na deposicao
de colageno ser significativa (SD: 3,5+0,2; OVXD: 3,6+0,1; SDE: 2,9+0,1; OVXDE:
3,1+0 %) ela pode ser considerada leve, tendo em vista que a quantidade normal de
colageno no miocérdio é de cerca de 2,2% (Medugorac, 1982). Deste modo a fibrose

pode néo ter sido suficiente para promover prejuizo na funcéo cardiaca.

Apesar dos efeitos positivos do exercicio fisico, o uso de EAA, mesmo
associado a atividade fisica, promove disfuncbes cardiovasculares como arritmias
cardiacas (Alizade et al., 2015), que associadas com a hipertrofia patoldgica,
promovem aumento do niamero de mortes subitas entre usuéarios de EAA (Darke et
al., 2014; Montisci et al., 2012). Em estudos de caso realizados em homens atletas
(DiPaolo et al., 2007) e nédo atletas (Petersson et al., 2006), bem como em mulheres
atletas (Thiblin, Mobini-Far e Frisk, 2009), observou-se morte de individuos jovens,
associada ao uso de polidrogas, incluindo EAA com o intuito de levar a melhora da
aparéncia fisica e desempenho atlético. Nas mulheres que fazem uso de EAA, foi
observado o aumento de 10 vezes o valor normal de testosterona e epinefrina no
soro, sem o indicativo de uso de outras drogas ilicitas, o que pode estar relacionado
ao surgimento de arritmia repentina e morte dos usuarios (Thiblin, Mobini-Far e

Frisk, 2009).

O aumento da pressdo arterial sustentada, remodelamento cardiaco e
disfuncdo ventricular causam a médio e longo prazo, o desenvolvimento de

insuficiéncia cardiaca (Diez, 2014), que € um problema de saude grave, e que
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guando associado a hipertrofia, pode levar os pacientes a morte subita (Toukola et

al., 2015).

Estudos experimentais demonstram que os beneficios do exercicio fisico sao
perdidos quando associado ao uso de EAA. Marques-Neto et al.,, (2014)
demonstram em estudo utilizando a técnica de Langendorff para isquemia-
reperfusdo em coracédo isolado, que o exercicio fisico do tipo endurance de média
intensidade, promove reducdo da area infartada e maior tolerancia ao processo de
isquemia-reperfusdo. Entretanto, quando ha associacdo entre o exercicio e o DN
(10mg/kg) esses efeitos benéficos sao abolidos. Neste mesmo estudo foi possivel
observar que existe participacdo importante do sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA) nesse processo, tendo em vista que estes efeitos deletérios sao
prevenidos quando os animais sao tratados com antagonista de receptor AT1
(losartan) ou antagonista de receptor mineralocorticoide (Espironolactona). No
modelo utilizado no presente estudo € possivel observar que o exercicio fisico ndo
impediu os efeitos deletérios do DN de hipertrofia cardiaca e renal com deposicédo de
colageno tecidual, porém € possivel observar o efeito protetor do exercicio por meio
da reducéo do receptor de clearance (NPRC). Essa reducédo pode ter contribuido

para a intensificacdo das acdes do ANP nestes animais.

Com relacdo aos receptores A (NPR-A) e C (NPR-C) de ANP localizados no
rim observou-se que ha uma reducdo na expressao do receptor A no rim dos
animais tratados com DN, independentemente da associacdo com exercicio fisico,
entretanto o receptor C s6 apresentou-se reduzido quando houve associacdo com o
exercicio fisico. A literatura demonstra que quando ocorre aumento na liberacdo de
ANP pelos atrios, a expressao do receptor é reduzida, por possivel mecanismo de

feedback negativo (Flora & Potter, 2010; Bryan et al., 2007). Desse modo pode-se
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inferir que esse seja 0 mecanismo da queda na expressdo deste receptor no

presente estudo.

Flora & Potter (2010) demonstraram em estudo com células, que a exposi¢cao
prolongada ao ANP promove reducao da expressédo proteica do NPR-A de maneira
tempo-dependente, semelhante ao que ocorre em animais com insuficiéncia
cardiaca congestiva, onde ha aumento agudo na producdo de ANP e BNP, o que

culmina em reducado da expressao do seu receptor (Bryan et al., 2007).

De maneira semelhante, Endlich et al. (2011) observaram aumento na
concentracdo de ANP plasmatico apds exercicio com natacdo em ratos SHR e
reducdo no seu receptor A renal, que foi atribuido nesse estudo, a elevacéo de seu
ligante no plasma. Desse modo pode-se associar a reducdo do NPR-A observada no

presente estudo, ao aumento da expressao génica do ANP no atrio.

O receptor de clearance tipo C (NPR-C) apenas mudou seu padrdo de
expressdo quando houve a associacdo do exercicio fisico com o uso de DN (grupos
SDE e OVXDE), reduzindo a sua expressdo nesses animais. Além disso, nesse
grupo houve uma reducédo na deposi¢édo de colageno, quando comparado ao grupo
sedentario. Observando esses dois aspectos pode-se inferir que a reducdo na
expressao de NPR-C pode ser uma medida adaptativa e benéfica do exercicio fisico,
pois com a reducdo na atividade desse receptor, mais ANP circulante estara
disponivel, podendo assim, exercer suas atividades fisiolégicas de maneira
satisfatoria. Outrossim, a reducéo na expressdo do NPR-C pode ser uma adaptacéo
a intensidade do treino resistido, conforme descrito por Shanshan et al., (2005),
onde observaram que a intensidade do exercicio fisico reduz a expressao génica de
NPR-C, o que contribui para o aumento dos niveis plasmaticos de ANP, uma vez

que a retirada deste horménio da circulacdo estara reduzida. Os animais do grupo
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SDE e OVXDE apresentaram maior niamero de saltos por minuto, indicando uma

intensidade maior de exercicio nesses animais.

O ciclo estral das ratas é regulado pelos hormbénios sexuais, sendo 0s niveis
plasmaticos de estrogénio, progesterona e dos horménios LH e FSH importantes
para esse processo (Tandon & Chintala, 2001). Assim, o tratamento com DN ao
promover alteracdo nas concentracdes plasmaticas dos hormonios sexuais,
interrompe o ciclo das ratas, mantendo as fémeas em Diestro Il (Gerez et al. 2005;

Blasberg and Clark 1997; Van Der Vies, 1965).

Os principais estudos experimentais utilizando DN séo para verificar os efeitos
na reproducdo. Visser & Overbeek (1960) demonstraram que o tratamento com DN
€ capaz de promover ac¢des antiestrogénicas a partir da dose de 1,0 mg/kg. Nesta
dose foi possivel observar reducdo no peso dos ovarios e adrenais, enquanto a dose
de 0,25 mg/kg foi capaz de impedir o ciclo estral destas ratas, assim elas ndo foram
capazes de entrar no estro durante os 14 dias de tratamento. Recentemente Bordbar
et al., (2014) estudando o efeito de diferentes doses de DN sobre o sistema
reprodutor de fémeas, observaram que as doses de 3 e 10 mg/kg/semana eram
capazes de promover altera¢des nos ovarios de ratas tratadas. Os principais efeitos
notados foram diminuicdo no volume total, cortical, e no nimero de foliculos
ovarianos de uma maneira dose-dependente. Estes efeitos podem ser relacionados
com a acdo do DN sobre a liberacdo de gonadotrofinas e horménios sexuais, visto
que o DN promoveu reducdo na concentracdo de FSH, LH, estrogénio e

progesterona em ambas as doses estudadas.

Como ja citado anteriormente, os hormoénios sexuais séo fatores importantes
gue podem alterar a expressdo do ANP. No presente estudo, foi observado aumento

nos niveis de testosterona plasmatica nas ratas tratadas com DN, e 0 exercicio hao
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alterou essa resposta. Hong et al., (1992) demostraram que a testosterona € capaz
de promover aumento na expressdo de ANP. Pereira et al., (2008) demonstraram
ainda, que o ANP estimula a sintese de testosterona, o que pode justificar o
aumento nos niveis de testosterona observados no presente estudo, ocorrendo
assim, uma retroalimentacédo positiva. Baseados nestes dados, podemos dizer que a
acdo do DN parece ser mais importante para a estimulacdo do ANP do que a
deficiéncia de estrogénio, apesar de a literatura descrever que o estradiol influencia
a liberacdo de ANP (Medeiros et al., 2012; Jankowski et al., 2001; Hong et al., 1992)

pelo atrio.

Como relatado anteriormente, o tratamento com DN é capaz de alterar a
capacidade reprodutiva e a histopatologia do Utero e ovario de ratas (Belardin et al.,
2014; Far et al., 2007; Gerez et al., 2005; Blasberg & Clark 1997). Adicionalmente,
foi avaliado o periodo necessario para a recuperacao destas alteracfes. Foi possivel
observar que a recuperacéo dos tecidos foi dose e tempo dependente, entretanto,
apos 60 dias, o grupo que recebeu a maior dose (15 mg/kg) ndo apresentou

reversao dos efeitos, demonstrando incapacidade reprodutiva e ndo-gestacao.

O tratamento cronico com DN promoveu mudanga na ultraestrutura renal,
promovendo hipertrofia nos grupos tratados com DN, submetidos ou ndo ao
exercicio fisico e deposicéao de colageno. Esses resultados, porém, ndo modificaram

a excrecao de sodio, ureia e creatinina nesses animais.

Sobre os efeitos renais observados, a literatura evidencia que os receptores
androgénicos sdo expressos no rim (Chang et al. 1995), e que 0os hormdnios sexuais
podem promover crescimento celular, incluindo hipertrofia (Gelmann, 2002). Além
disso, foi reportado que o DN pode promover hipertrofia nos tubulos contorcidos

proximais e distais em fémeas, além do volume do coértex renal estar aumentado nos
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camundongos tratados. Esses efeitos foram atribuidos a acdo direta sobre os

receptores de andrégenos nos rins (Hoseini et al. 2009).

Gava et al., (2011) em revisao de literatura, indicou que os andrégenos podem
promover efeitos negativos no rim. Babickova et al., (2015) avaliou a influéncia da
testosterona administrada ainda no pré-natal de ratos, e observou que este
horménio é capaz de aumentar a proteindria nos animais tratados (2 mg/kg) tanto
em machos quanto em fémeas, e que o0 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 deposicdo de colageno intersticial.
Baseado no conhecimento da influéncia dos receptores de androgénio no rim, 0s
dados relativos ao aumento na deposicdo de colageno tecidual nesse 6rgao,
observado em nosso estudo, podem ser atribuidos a acdo direta do DN nos
receptores androgénicos presentes neste local. Entretanto, as mudancas na
ultraestrutura renal (deposicédo de colageno), ndo foram suficientes para promover
mudancas no padrdo de excrecdo renal de creatinina e sodio. Adicionalmente,
acredita-se que a participacdo do ANP pode ter sido favoravel para a observacéo

desses resultados.

Com relacéo a pressao arterial, o tratamento com DN nas fémeas nao foi capaz
de promover aumento na pressao arterial, e tdo pouco alterar a sensibilidade do
RBJ. Dados do nosso grupo em machos, utilizando mesma dose de DN do presente
estudo, promoveram reducéo na sensibilidade deste reflexo e desenvolvimento de
hipertenséo tanto em animais sedentarios (Franquni et al., 2013), quanto em animais
submetidos a treinamento resistido 2 vezes por semana (Lima et al., 2015),
evidenciando que o exercicio fisico ndo foi capaz de prevenir os efeitos deletérios

cardiovasculares nesses animais.
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Por fim, os animais do presente estudo apresentaram ganho de peso e
aumento da relacdo peso do gastrocnémio/tibia, demonstrando assim eficiéncia
anabdlica nesses animais. Os EAA podem ser indicados para tratamento de
pacientes que apresentem atrofia muscular, pois eles melhoram o balanco de
nitrogénio e previnem a perda de massa magra (Hartgens & Kuipers, 2004;
Grinspoon et al., 1996) Em revisao sistematica sobre o ganho de massa muscular
em pacientes idosos, Neto et al., (2015) revelaram que a reposi¢cdo hormonal com
testosterona promove aumento de massa magra e perda de gordura corporal em
pacientes, sendo indicado para tratamento de doencas onde ha perda de massa

muscular grave.

Em trabalho experimental realizado com camundongos machos tratados com o
esteroide mesterelona, foi possivel observar que a associacdo do tratamento com o
exercicio fisico ndo promoveu ganho extra de peso corpéreo. Quanto ao ganho de
massa nos musculos estudados (séleo, gastrocnémio e tibial anterior), foi observado
que o tratamento aumentou a massa magra nestes musculos, tanto nos animais
sedentarios quanto no grupo exercicio, indicando que este EAA promove ganho de
massa muscular independentemente da realizacdo de exercicio fisico (Fontana et
al., 2013). Em outro estudo, realizado por Choo, Emery & Rothwell (1991) utilizando
fémeas tratadas com propionato de nandrolona em diferentes doses (1, 4 e 10
mg/kg) foi possivel notar ganho de massa e aumento da proteina corporal, de até
9% na maior dose, além de reducdo drastica na gordura corporal total (32%).
Adicionalmente, White et al., (2013) demonstram que o tratamento com DN promove
reversdo da perda de massa magra em camundongos machos, assim como
promove aumento do musculo gastrocnémio em fémeas (Bisschop et al. 1997).

Desse modo o ganho de peso corporal e o aumento da razdo entre o peso do
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musculo gastrocnémio e o comprimento da tibia observados no presente estudo,
foram esperados e condizentes com o previamente descrito na literatura, e podem
ser associados ao balanco positivo de nitrogénio e reducdo da gordura corporal total

dos individuos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o tratamento crénico
com alta dose de decanoato de nandrolona promove alteracdes no sistema de ANP
em fémeas. O exercicio fisico resistido e a retirada de estrogénio ndo foram capazes
de modificar essa resposta nestes animas. Adicionalmente, a hipertrofia renal e
cardiaca induzidos pelo tratamento ndo foram capazes de promover mudancas na
pressdo arterial ou na sensibilidade do Reflexo Bezold-jarisch o que pode

demonstrar um efeito cardioprotetor do ANP.
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Aim: Evaluated the effects of nandrolone decanoate (ND), physical exercise and estrogen deficiency on female
rats.

Main methods: Female Wistar rats were divided into 8 groups: S and OVX: (SHAM: sham surgery; OVX: ovariec-
tomy, vehicle), SE and OVXE (resistance exercise 5 times a week, vehicle), SD and OVXD (treated with ND,

Keywords:

Nandrolone decancate 20 mg/kg/week for 4 weeks); SDE and OVXDE. Treatments were initiated 21 days after surgery. The Bezold-
Cardiovascular system Jarisch reflexwas assessed by Phenylbiguanide administration. The right atrium, kidney, and serum were collect-
ANP ed for molecular analyses by RT-PCR of atrial natriuretic peptide (ANP), A-type natriuretic peptide receptor
Resistive training (NPR-A) and NPR-C. ELISA assay to estradiol and testosterone concentrations. The gastrocnemius muscle,
Sex hormones heart and kidney weights/tibia length were measured. Morphometric analysis of heart was made (H/E) and col-

lagen content of heart and kidney were evaluated using Pirossirius Red.
Key findings: ND treatment increased ANP expression on atrium and decreased NPR-A expression in kidney.
Physical exercise and ovariectomy did not alter this parameter. NPR-C level was reduced in the SDE and
OVXDE. Renal and cardiac hypertrophy was observed after ND treatment, with collagen deposition. Plasma es-
trogen concentrations were reduced and serum testosterone concentrations were increased after ND treatment.
Significance: ANP has an important role in modulating the cardiovascular effects of ND in females. This modulat-
ing may have occurred by the increasing ANP expression, reducing NPR-A and NPR-C expression levels, and
changing sex hormone levels.
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ARTILICLE ENEFO A'BSTRAECT

ArIiC{e history: Anabolic-androgenic steroids are misused, including by women, but little is known about the cardiovascular
Received 15 October 2015 effects of these drugs on women. Aim: To evaluated the effects of nandrolone decanoate (ND) and resistive
Revised 16 March 2016 physical exercise on cardiac contractility in young female rats. Main methods: Female Wistar rats were separated

Accepted 1 April 2016

Available online 10 April 2016 into 4 groups: C (untrained animals); E (animals were submitted to resistance exercise by jumping in water 5

times per week); ND (animals were treated with ND, 20 mg/kg/week for 4 weeks); and NDE (trained and
treated). The haemodynamic parameters (+ dP/dt,,,x, —dP/dt,, and Tau) were assessed in the left ventricle.

ﬁz;ynv;or;ﬁ‘e decanoate The heart was collected for histological analyses and collagen deposition. The gastrocnemius muscle
Resistive exercise was weighed, and hypertrophy was assessed by the ratio of their weights to gastrocnemius/tibia length. The
Left ventricular hypertrophy expression of calcium handling proteins was measured by western blot analysis. Results: ND treatment and
Cardiac function physical exercise increased cardiac contractility and relaxation. In addition, ND promoted increases in
SERCA2a phospholamban phosphorylated (p-PLB) and isoforms of sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase
NCX 2 (SERCA2a) expression, while resistance exercise increased the phosphorylation of PLB and expression of

Na*/Ca®* exchangers (NCX). Cardiac hypertrophy and collagen deposition were observed after ND treatment.
Conclusion: Regulatory components of cytosolic calcium, such as SERCA2a and p-PLB, play important roles in
modulating the contractility and relaxation effects of ND in females.
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