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RESUMO

A associacdo entre o tratamento com o esterdide anabdlico nandrolona e treinamento fisico
resistido de alta intensidade induziu hipertrofia cardiaca concéntrica, disfuncdo sistdlica e
diastdlica em ratos. O objetivo deste trabalho foi avaliar se esta hipertrofia seria patoldgica,
por meio da analise da expressdo génica de marcadores de hipertrofia cardiaca patolégica
(o-miosina de cadeia pesada (a-MHC), B-miosina de cadeia pesada (B-MHC), a-actina
esquelética e peptideo natriurético atrial). Outro objetivo deste estudo foi analisar o efeito
da nandrolona associada ou ndo ao treinamento fisico sobre a pressdo arterial in vivo, a
eletrofisiologia cardiaca, e a populacdo de adrenoceptores ; (AR-B;) e B> (AR-B,) no atrio
direito de ratos. Foram utilizados 88 ratos Wistar, divididos em quatro grupos
experimentais: ndo  treinado+veiculo (NTV), treinado+veiculo (TV), nao
treinado+nandrolona (NTN), treinado+nandrolona (TN). Os animais foram tratados por 6
semanas com veiculo propilenoglicol (0,2 mL/Kg) ou decanoato de nandrolona (5 mg/Kg),
i.m. 2x/semana. O treinamento foi realizado por saltos em 4dgua com sobrecarga de peso
variando de 50-70% do peso corporal, 5 dias/semana, por 6 semanas. Na sétima semana, 0s
animais foram mortos por decapitacdo e o coragdo foi isolados para anélise dos marcadores
de hipertrofia cardiaca e da populacdo de adrenoceptores B atriais. Em outros animais,
submetidos aos mesmos tratamentos, foi analisada a pressdo arterial 1x/semana e o
eletrocardiograma foi realizado no fim do periodo experimental. Os resultados foram
comparados por ANOVA bifatorial seguido por teste de Tukey e a pressdo arterial por
Andlise de Variancia com Medidas Repetidas e com Estrutura de Varidncia Auto-
regressiva. A nandrolona diminuiu a expressdo de o-MHC nos grupos NTN (26%) e TN
(42,5%) em comparagdo ao grupo NTV. O treinamento diminuiu a expressdo de -MHC
nos grupos TV (59,5%) e TN (22,7%) comparados ao grupo NTV. Apenas no grupo TN
houve aumento de a-actina esquelética (117,3%) e peptideo natriurético atrial (114%)
comparado a NTV. Nos grupos TV e TN, a pressdo arterial sistélica, média e diastdlica
diminuiu em comparagdo aos respectivos grupos ndo treinados. A freqiiéncia cardiaca
diminuiu nos grupos TV e TN nas semanas 5 e 6 em comparagdo aos respectivos grupos

ndo treinados. A nandrolona induziu aumento da pressdo arterial sistélica nos grupos NTN
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e TN na quinta semana de tratamento em compara¢do com a primeira e segunda semanas.
No eletrocardiograma, a nandrolona prolongou o intervalo QTc em 3,7% no grupo NTN e
2,7% no TN em comparacdo aos respectivos grupos tratados com nandrolona. A
nandrolona induziu aumento de 50,1% na populacdo de AR-f; no grupo NTN e 75,6% no
TN em comparagdo ao NTV, e também induziu aumento de 66,5% na populacdo de AR-f3,
no grupo NTN e 126,7% no TN em comparacdo ao NTV. Os resultados do presente
trabalho mostram que a hipertrofia cardiaca induzida pela nandrolona, isoladamente, ou em
associagdo ao treinamento fisico € patolégica, e sugerem que as alteracdes na populagdo de
adrenoceptores [} podem representar um mecanismo compensatério aos efeitos

desencadeados pela nandrolona sobre o miocéardio hipertrofiado.

Palavras-chave:  Hipertrofia cardiaca, nandrolona, genes, pressdo arterial,

eletrocardiograma, ratos.
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ASTRACT

The nandrolone or its association with physical training induced concentric cardiac
hypertrophy associated with systolic and diastolic dysfunction in the heart of rat. In this
way, to complement these results, the objective of this study was to evaluate the influence
of nandrolone and resistance training on cardiac hypertrophy, the gene expression of
pathological cardiac hypertrophy markers (o-myosin heavy chain (a-MHC), B-myosin
heavy chain (B-MHC), a-skeletal actin and atrial natriuretic peptide), blood pressure in
vivo, cardiac electrophysiology, and the population of B1-adrenoceptor (AR-Bf1) and (2
(B2-AR) in right atrium of 88 Wistar rats, which were divided into four groups: non
trained+vehicle (NTV), Trained+vehicle (TV), non trained+nandrolone (NTN),
trained+nandrolone (TN). The animals were treated for 6 weeks with vehicle propylene
glycol (0.2 mL/kg) or nandrolone decanoate (5 mg/kg), i.m. 2x/week. The training was
carried out by jumping into water with overweight ranging from 50-70% of body weight, 5
days/week for 6 weeks. After sacrifice of animals, were performed the analysis of cardiac
hypertrophy markers of  adrenoceptors population. In other animals underwent the same
treatment, blood pressure was analyzed 1x/semana and electrocardiogram was performed at
the end of trial period. The results were calculated by two-way ANOVA followed by Tukey
test and blood pressure by Analysis of Variance with Repeated Measures of Structure of
Self-regressive Variance. The results showed cardiac hypertrophy 9% higher in the TV
group and 8% for NTN compared to NTV, and this effect was potentiated in TN group. The
nandrolone decreased the expression of a-MHC in the NTN group (26%) and TN (42.5%),
both compared to NTV. Training decreased the expression of B-MHC in TV group (in
59.5%) and TN (22.7%) compared to NTV. Only in the TN group, both a-skeletal actin
(117.3%) and atrial natriuretic peptide (114%) were increased compared to NTV. In TV
and TN groups, systolic, mean and diastolic blood pressures were decreased compared to
the respective non trained groups. The heart rate decreased in the groups TV and TN in the
weeks 5 and 6 in comparison to the respective groups NTV and NTN. The nandrolone
increased systolic blood pressure in TN and NTN groups in the fifth week of treatment

compared to the first and second weeks. The electrocardiogram analysis shown that
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nandrolone prolonged QTc interval by 3.7% in the NTN group and 2.7% in TN compared
to respective groups NTV and TV. The nandrolone induced an increase of 50.1% in the
population of AR-B1 on NTN group and 75.6% in TN compared to NTV, and also
increased 66.5% in the 2-AR population in the NTN group and 126,7% in TN compared
to NTV. In conclusion, the results of this study confirm that cardiac hypertrophy induced
by only nandrolone or in combination with physical training is pathological, and suggest
that changes in the population of B-adrenoceptors are an attempt of right atrium to

compensate the negative effects of nandrolone on the hypertrophied myocardium.

Keywords: Cardiac hypertrophy, nandrolone, genes, blood pressure, electrocardiogram,

rats.
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1. INTRODUCAO

Os esterdides anabolicos androgénicos (EAA) sdo compostos sintéticos,
derivados da testosterona, muito utilizados na clinica médica, todavia, devido as
propriedades anabdlicas, maximizadas por alteracdes moleculares nestes compostos, eles
tém sido também muito utilizados no meio esportivo (Kuhn, 2002) como forma de
melhorar o desempenho atlético entre competidores e também em academias como forma
de melhorar a aparéncia fisica (Tanner et al., 1995). Suas indica¢Oes terapéuticas estao
associadas a deficiéncia hormonal masculina, deficiéncia no metabolismo protéico (Cunha
et al., 2004), em casos de anemias (Berns et al., 1992), osteoporose (Gordon et al., 1999),
queimaduras, politraumatismos e para pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (Creutzberg & Schols, 1999). Todavia, o uso de doses supra-fisioldgicas destes
hormonios esta relacionado a varios efeitos colaterais, tais como atrofia do tecido testicular,
disfuncdo erétil, ginecomastia, engrossamento da voz e crescimento dos pelos em mulheres
(Wu, 1997) e tumores hepaticos e de prostata (Yesalis, 1993).

Ao contrario dos efeitos benéficos apresentados pelo treinamento fisico sobre o
sistema cardiovascular, muitos estudos t€m mostrado que o uso de EAA, isoladamente ou
em associacdo com o treinamento fisico, pode promover efeitos deletérios no sistema
cardiovascular como hipertrofia cardiaca patolégica associada a aumento do conteudo de
coldgeno no ventriculo esquerdo (Tanno et al., 2011), alteracdes eletrocardiograficas (Stolt
et al.,, 1999), aumento da pressdo arterial (Gelfand & Wita, 1997), reducdo da resposta
inotropica mediada por receptores beta (Norton et al., 2000), inibi¢cdo da producdo de 6xido
nitrico endotelial na aorta tordcica de ratos (Guzzoni, 2010), prejuizo no fluxo corondrio e
na perfusdo cardiaca, além de aterosclerose e aumento do tonus simpatico (Woodiwiss et
al., 2000; Urhausen et al., 2004).

Os esterdides EAA podem ser utilizados de vérias formas, seja por ingestao de
comprimidos, por meio de selos de fixacdo na pele, ou por meio de inje¢do intramuscular
de compostos liquidos (Ribeiro, 2000). No caso dos compostos injetdveis, o decanoato de
nandrolona ou Deca Durabolin® é um dos mais utilizados por se tratar de uma preparacio

anabdlica injetdvel com efeitos prolongados de até trés semanas apds injecao intramuscular



em humanos, além de ser o EAA mais disponivel no mercado (Kutscher et al., 2002)

Em estudo anterior, desenvolvido por nosso grupo de pesquisa (Tanno, 2007),
foi demonstrado que o tratamento com nandrolona promoveu hipertrofia cardiaca
concéntrica acompanhada por aumento do conteudo de coldgeno no ventriculo esquerdo do
coragdo de ratos, independente do treinamento fisico resistido de alta intensidade. Nas
andlises ecocardiogrificas foram observados aumento na razdo entre peso do ventriculo
esquerdo por peso corporal e na razdo entre massa do ventriculo esquerdo por peso
corporal, além de aumento da espessura do septo interventricular no final da didstole e da
espessura relativa da parede posterior do ventriculo esquerdo nos grupos tratados com
nandrolona, treinados e ndo treinados. Estas alteracdes foram acompanhadas por
diminuicdo do indice cardiaco nos grupos tratados com nandrolona, treinados ou ndo,
indicando que o tratamento promoveu prejuizo na fung¢do sistélica do coracao hipertrofiado.
Nas andlises ecocardiograficas da fungdo diastdlica, foi observada diminuicdo da
velocidade de fluxo transmitral inicial e aumento no tempo de relaxamento ventricular
isovolumétrico do ciclo cardiaco, indicando prejuizo também na funcdo diastdlica do
coragdo de ratos tratados com nandrolona, independentemente do treinamento fisico. Tais
resultados, observados na estrutura e funcdes cardiacas, indicaram hipertrofia cardiaca
concéntrica patoldgica causada por efeito da nandrolona, sem prejuizos funcionais no
coragdo hipertrofiado por efeito apenas do treinamento fisico. Em outro trabalho, também
desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que o treinamento fisico
induziu subsensibilidade a fenilefrina na aorta toracica de ratos, todavia a nandrolona foi
capaz de cancelar esta subsensibilidade induzida pelo treinamento (Cunha et al., 2005a).
Além disso, Guzzoni (2010) demonstrou que a nandrolona, isoladamente, ou em associagdo
com o treinamento fisico, foi capaz de diminuir a producio de 6xido nitrico no endotélio da
aorta tordcica de ratos. Diante disso, nossa hipétese foi que a hipertrofia cardiaca patolégica
poderia promover alteracOes na expressdo de genes marcadores de hipertrofia cardiaca,
aumento na pressao arterial in vivo, prolongamento do intervalo QTc na eletrofisiologia
cardiaca e alteracdes na homogeneidade da populacdo de adrenoceptores P; e B, no étrio
direito do coragdo hipertrofiado.

Considerando nossa hipétese, o objetivo deste trabalho foi analisar os



mecanismos envolvidos na hipertrofia cardiaca induzida pela associacdo de anabolizante
com treinamento fisico resistido de alta intensidade, em ratos, avaliando a expressdo de
genes marcadores de hipertrofia cardiaca (0-miosina de cadeia pesada, 3-miosina de cadeia
pesada, O-actina esquelética e peptideo natriurético atrial) por meio de reagcdo de
polimerase em cadeia em tempo real, avaliando a homogeneidade da populacdo de
adrenoceptores P; e B, atriais por meio de western blot, a eletrofisiologia cardiaca por
eletrocardiograma e a evolugdo da pressdo arterial in vivo por meio de pletismografia de

cauda.



2. REVISAO DA LITERATURA

Os esterdides anabdlicos androgénicos (EAA), hormodnios sintéticos derivados
da testosterona, t€ém sido utilizados por muitos atletas, de diferentes modalidades
esportivas, para melhorar o rendimento em esportes profissionais e amadores. (Creutzberg
& Schols, 1999; Cunha et al.,2004). Atletas que utilizam os hormdnios sintéticos, buscando
melhora do desempenho atlético, geralmente associam o consumo de EAA ao treinamento
de for¢a ou ao exercicio fisico anaerébio (Kuipers et al., 1993; Grogan et al., 2006;
Johansen et al., 2006).

Dentre os EAA, o decanoato de nandrolona é um dos mais utilizados
mundialmente por se tratar de uma preparagdo anabdlica injetdvel com agdo prolongada, de
até trés semanas, apd0s administragdo intramuscular em humanos (Kramer, 1990). O
decanoato de nandrolona € um composto sintético modificado que, ao contrdrio da
testosterona, ndo apresenta o radical metil na posicao 19 da molécula e no lugar do grupo
funcional hidroxila hd um 4cido decandico. Apés administragdo intramuscular, o decanoato
de nandrolona sofre hidrélise no organismo, perde o dcido decandico e entdo recupera o
grupo funcional hidroxila, transformando-se no esteréide biologicamente ativo, a
nandrolona (Tylicki et al., 2007). Em comparacdo com a testosterona, a nandrolona
apresenta maior acdo anabolica e menor acdo androgénica (Wilson, 1988). Isto se deve ao
fato de que a dissociagdo de efeitos androgénicos e anabdlicos parece estar associada com a
presenca ou auséncia da enzima Sa-redutase em tecidos contendo receptores androgénicos.
Pela acdo da 5a-redutase, a nandrolona passa a So-diidronandrolona, e essa se liga mais
fracamente ao receptor androgénico do que a propria nandrolona. Nos musculos, onde ha
baixa atividade da enzima Sa-redutase, a prépria nandrolona interage com receptores para
esterdides, produzindo efeitos anabdlicos relativamente maiores (Celotti & Cesi, 1992).
Isso explica os efeitos relativamente fortes da nandrolona nos tecidos destituidos de
atividade da enzima So-redutase comparado aos efeitos relativamente fracos nos tecidos
com atividade Sa-redutase, tanto em humanos quanto em animais de laboratério.

Estudos em animais de laboratério tém representado para a ciéncia uma

importante ferramenta metodolégica para a compreensdao dos mecanismos fisiopatolégicos



de diversas doengas, possibilitando o entendimento da evolug@o de patologias desde seus
estagios iniciais até seus estdgios mais avancados, além de propiciar o entendimento dos
efeitos de diferentes intervengdes farmacoldgicas sobre diferentes patologias. Neste
contexto, ratos de laboratdrio tém nos permitido também obter melhores compreensdes dos
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nos efeitos colaterais causados pelo uso abusivo
de EAA.

A utilizacdo de doses supra-fisiologicas de EAA estd associada a vdrios efeitos
colaterais em humanos como atrofia do tecido testicular, tumores hepaticos e de prdstata
(Johnson, 1995; Yesalis, 1993), alteragdes no metabolismo lipidico (Kuipers et al., 1991) e
alteracdes de humor (Gruber & Pope, 2000), podendo até ocasionar suicidio em individuos
com predisposi¢do genética (Thiblin et al., 1999). Com relacio ao sistema cardiovascular,
foram observadas alteragdes eletrocardiograficas (Stolt et al., 1999), aumento de pressdao
arterial (Kuipers et al., 1991; Gelfand & Wita, 1997), cardiomiopatia (Clark & Schofiels,
2005) e aumento da massa do ventriculo esquerdo associado a um incremento do tempo de
duracdo da fase de relaxamento isovolumétrico do ciclo cardiaco em fisiculturistas usudrios
de EAA (Nottin et al., 2006). Além disso, ja foi observada hipertrofia cardiaca concéntrica
associada a disfunc¢do sistélica e diastdlica e re-expressao de genes caracteristicos da vida
fetal no ventriculo esquerdo de ratos tratados com nandrolona (Tanno et al., 2011). Ainda,
Norton et al., (2000) relataram a ocorréncia de reducdo da resposta inotrépica mediada
pelos adrenoceptores beta em ratos. Woodiwiss et al. (2000) observaram que o tratamento
com nandrolona diminuiu a complacéncia do miocédrdio em ratos e Chaves et al. (2006)
observaram que animais tratados com nandrolona ndo apresentaram aumento da atividade
de enzimas antioxidantes em resposta ao exercicio fisico, um efeito negativo da nandrolona
sobre um efeito benéfico do exercicio fisico na pressao intraventricular.

Em estudo realizado por Tanno (2007), alteracdes cardiacas também foram
evidenciadas, em ratos de laboratdrio submetidos a 6 semanas de treinamento fisico de alta
intensidade, por saltos em 4gua, e tratamento com alta dose de decanoato de nandrolona,
com aumento na razdo peso do coracdo/peso corporal em ratos treinados e tratados com
veiculo ou nandrolona, em relagdo aos respectivos grupos nao treinados. Também foi

observado, por andlise histolégica do ventriculo esquerdo, um aumento do contetido



tecidual de coldgeno no musculo cardiaco apés o uso de nandrolona, sendo este efeito
maior em animais treinados e tratados com nandrolona (Tanno, 2007). Além disso, a
avaliacdo por ecodopplercardiograma, 48 horas apés a ultima sessdo de treinamento fisico,
também evidenciou aumento na espessura do septo interventricular e diminui¢do do débito
cardiaco, em ratos tratados com o EAA, sedentérios e treinados, em relacio aos respectivos
grupos tratados com veiculo. Estes achados indicavam a ocorréncia de hipertrofia
concéntrica nao fisiolégica por ndo ser acompanhada de melhora na eficiéncia do trabalho
da bomba cardiaca (Tanno, 2007).

A hipertrofia cardiaca € um termo que significa aumento na massa ventricular
em resposta ao estresse aplicado, além de ser um processo adaptativo que ocorre em
resposta a uma série de estimulos fisiologicos e patoldgicos (Conrad et al., 1991). A
hipertrofia cardiaca fisiologica, também chamada de hipertrofia adaptada, decorre de
estimulos intermitentes, tais como sobrecargas de trabalho impostas por exercicios fisicos
estaticos ou dinamicos realizados por longos periodos, todavia, a hipertrofia cardiaca
patoldgica (mal-adaptada) decorre de estimulos cronicos tais como hipertensdo arterial,
infarto agudo do miocdrdio, hiperatividade simpética e estenose da aorta (Oliveira et al.,
2006). Ambos os tipos de hipertrofia, devido as diferentes alteragdes estruturais que nelas
ocorrem, podem também ser classificadas como hipertrofia cardiaca excéntrica
(normalmente € uma hipertrofia fisioldgica) ou concéntrica (podendo esta ser fisiologica ou
patoldgica). No caso da hipertrofia cardiaca excéntrica, o crescimento dos cardiomidcitos
acontece em decorréncia da adi¢do de sarcOmeros em série, permitindo que a célula
cardiaca aumente seu tamanho em comprimento, e na hipertrofia concéntrica ocorre adi¢ao
de sarcomeros em paralelo, permitindo que a célula cardiaca aumente seu tamanho em
didmetro (Garcia & Incerpi, 2008). Todavia, a hipertrofia cardiaca concéntrica nem sempre
€ uma hipertrofia cardiaca patolégica, podendo ser causada por sobrecargas hemodinamicas
tais como exercicios fisicos resistidos dindmicos ou isométricos. Esse tipo de hipertrofia
ndo resulta em prejuizos funcionais para o miocédrdio, tampouco promove a re-expressao de
genes caracteristicos da vida fetal que sejam considerados marcadores de hipertrofia
cardiaca patoldgica (Tanno et al., 2011).

Na hipertrofia cardiaca patoldgica, a qual geralmente é do tipo concéntrica,



observa-se, diminui¢cdo dos diametros da cadmara ventricular esquerda, além de aumento na
espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo e na espessura do septo
interventricular no final da didstole, bem como redu¢do na amplitude de contracio da fibra
muscular, podendo esta levar a uma insuficiéncia cardiaca (Hart, 2003; Conrad et al.,
1991). Esse tipo de hipertrofia pode aumentar a duragdo do tempo de relaxamento do
ventriculo esquerdo e provocar alteracdes no metabolismo do cdlcio (Nadal-Ginard &
Mahdavi, 1989; Parker & Schneider, 1991; Chien et al., 1991), além de promover
alteragdes na expressdo génica de proteinas ndo contriteis e contrateis, como o peptideo
natriurético atrial (ANP), a-actina esquelética e beta-miosina de cadeia pesada (-MCP).
Em resposta a diversos estimulos (hormonal, sobrecarga de pressdo e volume,
hipertensdo arterial, genéticos, etc), que induzem hipertrofia patoldgica, ocorre a re-
expressao do ANP nas células ventriculares, o que representa a reprogramagao de um gene
embriondrio na hipertrofia cardiaca. Supde-se que o ANP possa participar da génese das
transformacdes fenotipicas observadas na hipertrofia cardiaca, embora o significado
fisiolégico da expressio aumentada do ANP no ventriculo esquerdo permaneca
desconhecido. A expressao do gene que codifica o ANP ocorre tanto no ventriculo quanto
no atrio apenas durante o desenvolvimento embriondrio, porém, logo apds o nascimento, a
expressao do gene do ANP ¢é diminuida no ventriculo e mantida no atrio ao longo da vida
adulta (Silva & Krieger, 2000). Em situagdes normais, no adulto, o ANP é produzido
somente pelo atrio em resposta ao aumento de volume do liquido extracelular e da pressao
atrial. Este peptideo, ao ser secretado pelo atrio, exerce varias fungdes, mas sua principal
acdo € a de relaxar a musculatura lisa vascular, resultando em vasodilatagdo e diminuicao
da resisténcia vascular periférica total. No rim, esta vasodilatacdo resulta em maior
excrecdo de sodio e dgua, e como conseqiiéncia, o volume do liquido extracelular e o
volume sanguineo sido diminuidos e levam a uma diminuicdo na pressao arterial (Costanzo,
1999). Além do ANP, a re-expressio do gene da a-actina esquelética no miocardio
hipertrofiado € um indicativo muito bem aceito de que a hipertrofia cardiaca é patolégica.
Durante o desenvolvimento embriondrio dos cardiomidcitos, ocorre a co-expressdao de a-
actina esquelética e a-actina cardiaca, porém, no final do desenvolvimento embrionério,

passa a predominar o tipo a-actina cardiaca, a qual persiste ao longo de toda a vida.



Todavia, a expressdo padrdo destas isoformas de actina é altamente influenciada por
condi¢des patoldgicas, de modo que o acimulo de mRNA para a-actina esquelética passa a
ser entdo observado em situagdes patoldgicas no coracdo hipertrofiado (Driesen et al.,
2009).

Além da re-expressdo de genes de proteinas ndo contrteis no miocdrdio
hipertrofiado, mudangas na composi¢do de proteinas contrateis também ocorrem e este fato
determina alteracdes na capacidade contratil do miocérdio, podendo levar a diminui¢do na
velocidade de encurtamento dos sarcomeros (Oliveira & Krieger, 2002). As proteinas
contriteis estdo organizadas em filamentos finos de actina e grossos de miosina na unidade
contrétil do miocdrdio. No ventriculo da maioria dos mamiferos, inclusive do homem, ja
foram identificados dois tipos de miosina de cadeia pesada (MCP), a e B. A o-MCP
apresenta maior atividade ATP4sica e, portanto, estd relacionada a uma maior velocidade
de encurtamento dos sarcomeros, enquanto a B-MCP apresenta menor atividade ATPasica
e, portanto, estd relacionada a uma menor velocidade de encurtamento dos sarcomeros
(Franchini, 2001). As alteragdes hemodinamicas que ocorrem apds O nascimento sao
capazes de promover regulacdes na expressdo destas proteinas. Durante a vida fetal, a
grande maioria dos mamiferos expressa predominantemente a B-MCP no ventriculo, porém,
em mamiferos pequenos (rato e coelho), imediatamente antes do parto, ocorre um
“upregulation” da a-MCP, que passa a corresponder a isoforma dominante durante toda a
vida adulta. Mas a distribui¢do destas isoformas de proteinas contréteis pode ser modificada
em resposta a sobrecargas de trabalho, tanto em condig¢des fisioldgicas quanto patoldgicas
(Oliveira & Krieger, 2002). Por este motivo, muita aten¢do tem sido dada no meio
cientifico para as modificagdes relacionadas a expressdo dos genes da a-MCP e da -MCP
no que diz respeito a hipertrofia cardiaca. Em casos de hipertrofia cardiaca fisioldgica ja
foram demonstrados aumentos na atividade da ATPase miosinica, secundario a um
aumento na expressdo da isoforma a-MCP, levando a uma melhora da funcdo sistélica no
coracdo de ratos treinados por natacdo (Schaible & Scheuer, 1979). Nesta espécie, com
predominio da isoforma a-MCP e alta ativididade ATPase miosinica, uma sobrecarga
patolégica como coarctacdo da aorta ou hipertensdo arterial, resulta em rapida mudanga do

padrdo o-MCP para a isoforma B-MCP, em questdo de apenas dois a trés dias, o que



representa a re-expressdao de um fendtipo fetal associado com a diminui¢do da ATPase
miosinica no miocérdio hipertrofiado (Oliveira & Krieger, 2002).

A re-expressdo do gene do ANP no ventriculo esquerdo e as alteracOes da
expressdo da B-MCP e da a-actina esquelética podem ser consideradas critérios que podem
distinguir estimulos simplesmente tréficos, que aceleram o crescimento normal, como o
treinamento fisico, de estimulos que sdo fundamentalmente hipertréficos, indicando o
comeg¢o de uma resposta patologica (Izumo et al., 1988; Chien et al., 1991; Krieger, 1995).
Este conjunto de alteracdes comega a fazer parte do quadro das caracteristicas da
hipertrofia cardiaca patoldgica, determinando as modificacdes morfoldgicas, estruturais,
bioquimicas e genéticas do miocdrdio hipertrofiado, como ocorre na hipertensdo. Estudos
com hipertrofia cardiaca induzida por treinamento de natacdo (Scheinowitz et al., 2003) e
corrida (Jin et al., 2000; Machida et al., 2000) em animais experimentais, t€m mostrado
uma expressao diferente, destes genes, da encontrada na hipertrofia patolégica. Scheinowitz
et al., (2003), por exemplo, encontraram uma diminuicdo na expressdo da [-MCP no
coragdo de ratos treinados com natacdo por duas semanas de treinamento, mas esta redugao
nao foi significativa apdés 6 semanas de treinamento, contrariando o que ocorre na
hipertrofia patoldgica, que € um aumento na expressao deste gene. No treinamento em
esteira, ndo foi encontrada alteragdo na expressao da f-MCP (Jin et al., 2000; Machida et
al., 2000).

O uso de doses supra-fisiologicas de EAA tem sido associado a aumentos na
pressdo arterial sistdlica e diastolica em humanos (Grace et al., 2003), e aumentos cronicos
da pressdo arterial estdo associados a prejuizos da funcdo cardiaca em longo prazo (Kannel,
1977). Por outro lado, o treinamento fisico produz vérios efeitos benéficos bastantes
conhecidos sobre o sistema cardiovascular. Muitos estudos mostram, por exemplo,
diminuicdo na freqiiéncia cardiaca tanto de repouso quanto em trabalhos com cargas
submdximas, indicando que para igual carga de trabalho, hd menor gasto energético pelo
coragdo e melhora na sua eficiéncia (Stone et al., 1991; Stratton et al., 1994).

O treinamento fisico, de qualquer natureza, ele se caracteriza por retirar o
organismo de sua homeostase, implicando no aumento instantdneo da demanda energética

da musculatura exercitada e do organismo como um todo (Brum et al., 2004). O exercicio



fisico realizado regularmente provoca importantes adaptacdes autondmicas e
hemodindmicas que vao influenciar o sistema cardiovascular. Os efeitos agudos imediatos,
que ocorrem em associacdo direta com a sessdo de exercicio fisico, podem ser
exemplificados por aumento do débito cardiaco e da pressdo arterial sistlica, que aumenta
diretamente na propor¢do do aumento do débito cardiaco. Ja a pressdo arterial diastdlica
reflete a eficiéncia do mecanismo vasodilatador local dos musculos em atividade, que é
tanto maior quanto maior for a densidade capilar local (Pdssaro & Godoy, 1996; Monteiro
& Filho, 2004). Quando realizados de maneira freqiiente e regular, os exercicios fisicos
promovem efeitos cronicos no sistema cardiovascular, cujos exemplos mais tipicos sdo
bradicardia relativa de repouso e hipertrofia fisiolégica do ventriculo esquerdo, todavia,
quando o exercicio fisico realizado € de alta intensidade, como ocorre no presente estudo,
as respostas cardiovasculares desencadeadas ainda ndo estdo totalmente esclarecidas
(Barauna et al., 2005), principalmente no que se refere a associag@o entre treinamento fisico
resistido de alta intensidade e o uso de doses supra-fisioldgicas de EAA.

Em estudo realizado por Rocha et al., (2007) foi demonstrado que, em ratos
submetidos a um regime de treinamento de natacdo (5 vezes por semana, 60 minutos
diarios, durante 10 dias), de caracteristicas aerdbicas, e tratados com decanoato de
nandrolona (5mg/Kg, 2 vezes por semana), o EAA ndo cancelou a bradicardia de repouso
promovida pelo exercicio fisico. Foi demonstrado também que os valores de pressdo
arterial sistolica, diastdlica e média ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos
por eles estudados. Rivera-Arce et al., (2006), demonstraram que infusdo de EAA no
hipotdlamo dorsomedial de ratas Sprague-Dawley promove uma redugdo da pressdo arterial
sistolica. Em homens, j4 foram observadas elevagdes da pressdo sistdlica e diastolica como
resultado da administracao de altas doses de EAA (Riebe et al., 1992; Grace et al., 2003).
Todavia, os dados relacionados na literatura em relagdo aos efeitos dos EAA na pressao
arterial sdo muitas vezes contraditorios e ndo sdo conclusivos (Hartgens & Kuipers, 2004),
carecendo de investigagcdes complementares na tentativa de esclarecer as muitas
divergéncias existentes, tanto em humanos quanto em animais de laboratorio.

Cabe ressaltar que o protocolo de treinamento fisico utilizado no presente

estudo, por ser de alta intensidade, € um bom modelo aplicado em animais capaz mimetizar
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situacdes que ocorrem com humanos em academias, nas quais ha muitos jovens realizando
exercicios sem respeitar seus limites fisicos e, tantas vezes, associando seus treinamentos
ao uso de doses supra-fisiologicas de EAA.

A hipertrofia cardiaca que ocorre em resposta a alguns protocolos de
treinamento pode ser associada a arritmias cardiacas (Hart, 2003). Neste sentido, Stolt et al.
(1999) descreveram que usudrios de altas doses de esterdides anabodlicos, que praticavam
exercicios fisicos resistidos, apresentaram hipertrofia ventricular esquerda associada a
aumento do intervalo QT. O aumento deste intervalo predispde a ocorréncia de arritmias e
morte subita, e caracteriza a chamada sindrome do intervalo QT prolongado, e poderia estar
relacionado a alteragdes no cronotropismo cardiaco (Schwartz et al., 1991). O controle
simpético da freqiiéncia cardiaca e da contratilidade vascular € feito por meio da interacdo
das catecolaminas endégenas, adrenalina e noradrenalina, com os adrenoceptores alfa (o) e
beta (B) (Alquist, 1948). Atualmente aceita-se que existam tré€s subgrupos de
adrenoceptores: a;, 0, e B, que diferem entre si quanto a seqiiéncia de aminoacidos de sua
estrutura proteica, quanto a afinidade a agonistas e antagonistas adrenérgicos, € quanto ao
sistema de segundo mensageiro a que estdo acoplados (Landsberg & Young, 1992; Bylund
et al., 1994; Brodde & Michel, 1999). No atrio direito de ratos, existe uma presenga
predominante de AR-B; (83%) e 17% de AR-B, (Molinoff et al., 1981) e, de acordo com
estudos funcionais, no atrio direito de ratos, o efeito cronotropico das catecolaminas, em
condi¢des basais, € mediado por AR-B; (Juberg et al., 1985). Porém, em situacdes de
estresse, o subtipo P, passa também a participar do controle da fungdo cronotrépica
(Bassani & De Moraes, 1988; Nourani et al., 1992). Snyder et al. (2006) sugeriram que
alteracOes na homeostase, desencadeadas pelo exercicio fisico, podem causar alteragcdes na
funcionalidade e densidade dos AR-B, em funcdo da disponibilidade das catecolaminas.
Essas alteracdes, associadas ao fator patologico da hipertrofia cardiaca, também podem
propiciar um aumento da pds-carga, aumento e alteracdo do controle da pressdo e da
viscosidade sanguinea (Namakanov et al., 2005).

Neste contexto, no estudo anterior realizado em nosso laboratério (Tanno,
2007) também havia sido observada maior sensibilidade da resposta cronotrépica a

noradrenalina e adrenalina, em resposta ao treinamento fisico, por salto em dgua,
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independente do tratamento com EAA. A andlise de curvas concentragdo-efeito a
noradrenalina e adrenalina, obtidas in vitro, na presenca de antagonistas adrenérgicos,
indicaram que o exercicio fisico e o tratamento com decanoato de nandrolona,
isoladamente, pareciam induzir alteragdo na homogeneidade da populacdo de AR-f (Tanno,
2007). Porém, para que pudéssemos complementar os dados anteriores de nosso
laboratdrio, bem como identificar o tipo e grau de alteracdo na expressao de AR-f; e AR-B3;
no atrio direito cardiaco, realizamos o presente trabalho para estudar os efeitos do
treinamento de forga, em associacio ou ndo com doses supra-fisiologicas do EAA
decanoato de nandrolona sobre a hipertrofia cardiaca em ratos. Foram feitas andlises de
marcadores moleculares de hipertrofia cardiaca patolégica no ventriculo esquerdo, foi
analisada a pressdo arterial in vivo por meio de pletismografia de cauda, a atividade elétrica
cardiaca por meio de eletrocardiograma, bem como foram feitas andlises de adrenoceptores

beta no atrio direito do coracdo de ratos.
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3. OBJETIVOS

Analisar os efeitos da associacdo de anabolizante e treinamento fisico resistido
de alta intensidade sobre a hipertrofia cardiaca em ratos.

Para tanto, os objetivos especificos foram:

* Avaliar a expressdo de genes marcadores de hipertrofia cardiaca patoldgica,
alfa-miosina de cadeia pesada, beta-miosina de cadeia pesada, alfa-actina
esquelética e peptideo natriurético atrial no ventriculo esquerdo.

» Auvaliar a populacido de adrenoceptores [3; e 3, no tecido atrial.

* Avaliar a eletrofisiologia cardiaca.

* Avaliar a evolugdo da pressdo arterial in vivo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar com 2 meses de idade, de padrao SPF (Specific
Patogen Free), fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Investigagdo Bioldgica da
UNICAMP (CEMIB). Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, alojados em gaiolas coletivas com 4 animais, no maximo, em
sala climatizada (22 £ 2 °C) e com ciclo claro/escuro de 12/12 h (luzes acendendo as 6:00
h). Receberam, durante todo o periodo experimental, 4gua e racdo para ratos a vontade, em
ambiente sanitariamente controlado. Todos os procedimentos utilizados neste projeto foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Campinas (Protocolo CEEA n° 944-1) de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de

Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA).

4.2. Delineamento Experimental

Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais:
Nao treinado + veiculo (NTV); Nao treinado + nandrolona (NTN); Treinado + veiculo (TV)
e Treinado + nandrolona (TN). Os animais receberam injecdes i.m. de veiculo
(propilenoglicol — 0,2 mL/Kg) ou de decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin® - 5
mg/Kg) (Norton et al., 2000; Cunha et al., 2005a, b), duas vezes por semana (segundas e
quintas-feiras) entre as 7:30 e 8:00 h (Tanno, 2007). Esta dose é equivalente as altas doses
geralmente utilizadas por atletas: 600 mg/semana ou aproximadamente 8 mg/Kg/semana
(Pope & Katz, 1988). As aplicagdes foram realizadas no musculo gastrocnémio direito e
esquerdo dos animais, alternadamente. O peso corporal dos animais foi determinado
semanalmente, as segundas-feiras, antes da aplicacdo do veiculo ou do decanoato de
nandrolona. O treinamento fisico resistido dos animais dos grupos treinados foi realizado

no periodo da tarde sempre comegando as 13:00 horas.
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4.3. Treinamento fisico resistido de alta intensidade

Os animais foram submetidos individualmente a sessdes de saltos em um
cilindro de PVC com 38 cm de profundidade da coluna de dgua (figura 1) e temperatura de
30°C £ 2 T. O periodo de adapta¢do ao meio liquido foi considerado do 1° ao 5° dia, com
sobrecarga equivalente a 50% do peso corporal, e logo apds foram realizadas sessdes com
numero crescente de saltos e séries de acordo com o protocolo descrito por Rogatto (2001)
e Cunha et al. (2005a, b). O treinamento fisico resistido (Rogatto, 2001) consistiu de 30
sessoes de saltos em meio liquido com sobrecarga de peso, 5 dias por semana, entre 13:00 e
15:00 h (tabela 1). Em cada sessdo, foram realizadas 4 séries de 10 saltos. Entre as séries
houve um intervalo de 30 segundos, durante o qual o animal foi retirado da 4gua e mantido
em repouso sobre um suporte. O treinamento foi realizado com sobrecarga progressiva de
peso, até atingir a carga maxima de 70% do peso corporal do animal. A sobrecarga foi
acoplada ao térax dos animais através de um colete (Tanno, 2007) (figura 2). Apés cada
sessdo de treinamento, os animais foram secados com toalha absorvente e mantidos por
cerca de 30 minutos no laboratério, até ficarem completamente secos, quando foram

transportados ao biotério de experimentagao.

Figura 1: Cilindro de PVC para treinamento dos animais. Adaptada de Tanno et al., (2006).

B

Figura 2: Colete de sobrecarga (A) e acoplamento ao térax do animal (B).
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Tabela 1 — Protocolo de treinamento fisico de alta intensidade.
Dia de treinamento Treinamento Sobrecarga

(% Peso corporal)

1° 2 séries de 5 saltos 50
2° 3 séries de 5 saltos 50
3° 4 séries de 5 saltos 50
4° 4 séries de 7 saltos 50
5° 4 séries de 9 saltos 50
6° ao 15° 4 séries de 10 saltos 50
16° ao 25° 4 séries de 10 saltos 60
26° ao 30° 4 séries de 10 saltos 70

4.4. Avaliacao da pressao arterial e frequéncia cardiaca

Durante todo o periodo experimental, uma vez por semana, foi verificada a
pressdo arterial dos animais por meio da conexdo de um pletismégrafo (BP-2000 Blood
Pressure Analysis System'™) & cauda dos animais (Krege et al., 1995), em sala com
isolamento acustico e diminuicdo de quaisquer fontes de ruido que pudessem interferir
nesta avaliacdo. Os ratos foram retirados do biotério e mantidos por 30 minutos no
laboratério de experimentacdo para que pudessem se adaptar ao ambiente. Dois ratos, de
grupos alternados, foram colocados no aparelho, cada um dentro de um compartimento
retangular adequado ao tamanho do animal, onde permaneceram por 5 minutos sobre uma
plataforma aquecida a 36 °C e com a cauda j4 conectada ao “cuff” do aparelho. Apds 5
minutos de adaptacdo do animal ao aparelho, este foi acionado e as medidas de pressdao
arterial sistolica, diastdlica, média e freqiiéncia cardiaca foram coletadas. Em cada troca de
animal cada compartimento retangular foi lavado com sabdo neutro e secado para evitar
que os odores liberados pelos ratos anteriormente analisados pudessem interferir nas
andlises dos ratos subseqiientes. As andlises foram realizadas uma vez por semana entre

8:00 € 12:00 h.
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4.5. Eletrocardiograma (ECG)

Vinte e quatro horas apds a tultima sessdo de treinamento fisico, os animais
foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de tiopental sédico 40 mg/Kg de peso
corporal (THIOPENTAX - Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Sao Paulo,
Brasil). A andlise eletrocardiografica foi realizada por um eletrocardiégrafo FUMBEC
acoplado a um software Heart Ware adaptado para avaliacdo em roedores. Os registros das
ondas do ECG foram feitos através de eletrodos conectados por meio de agulhas
hipodérmicas as patas do rato. Os registros foram obtidos com sensibilidade IN e
velocidade de S0mm/segundo através das derivagdes (D1, D2, D3, aVR, aVL e aVF). Foi
analisada a frequéncia cardiaca, com a finalidade de estabelecer o intervalo QTc, nos ratos
sob efeito da anestesia e com respiracdo espontanea. O intervalo QT foi medido em dez
batimentos consecutivos, do inicio do complexo QRS ao ponto de retorno da onda T
isoelétrica definido como segmento TP. O intervalo QTc foi obtido corrigindo-se o
intervalo QT pela frequéncia cardiaca utilizando-se a féormula de Bazet (QTc = QT/\/RR)
(Sgoifo et al., 1996). As ondas eletrocardiograficas também nos permitiram medir a

amplitude (10 mm/mV) e a duracdo do complexo QRS, bem como o intervalo da onda PR.
4.6. Sacrificio dos animais e coleta das amostras

Quarenta e oito horas apds a aplicacdo da ultima injecdo de nandrolona ou
veiculo propilenoglicol, periodo correspondente a quarenta e quatro horas apds a tultima
sessdo de treinamento fisico, os animais foram mortos por decapitacdo. O coracdo foi
coletado com material autoclavado (tesouras, pingas, placas de petri) e pesado em balanca
analitica desinfetada com RNase AWAY®, InvitrogenTM, Molecular BioProducts, Inc., San
Diego, CA, para descontaminar de RNases as superficies de contato com o tecido. A massa
do coragdo foi corrigida pelo peso corporal. Para a correcdo foi utilizada a férmula: Peso
total do corag@o/Peso corporal (Lee et al., 2007; Voltera et al., 2008). Por¢cao medial do
ventriculo esquerdo (50 — 100 mg de tecido) foi coletada e colocada em eppendorfs

contendo 1 mL de solucdo inibidora de RNAses (RNA holder, BioAgency Biotecnologia,
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Sao Paulo, SP). Os tecidos imersos na solugcdo foram estocados em temperatura de —70 °C
para posterior andlise da expressdo dos marcadores de hipertrofia cardiaca. RNA holder é
um reagente aquoso indicado para preservar e estabilizar o RNA celular de amostras frescas
de tecidos em solugdo, deixando o RNA intacto, sem alteracdo da qualidade e da
quantidade do RNA das amostras, mesmo quando ndo congelado, eliminando a necessidade
de manuseio imediato das amostras ou do seu congelamento em nitrogénio liquido.

O atrio direito foi coletado de todos os animais, de ambos os grupos, e
armazenados em freezer —70 °C para analise da densidade de adrenoceptores beta no tecido

atrial, a ser realizada na préxima fase do desenvolvimento deste projeto.

4.7. Expressao dos Marcadores de Hipertrofia Cardiaca.

4.7.1. Expressao génica do peptideo natriurético atrial (ANP), alfa-actina esquelética,

alfa e beta miosina de cadeia pesada.

Foram detectados pela técnica de reacdo de polimerase em cadeia em tempo
real (Real-Time-PCR). A extracdo de RNA seguiu-se da seguinte forma: Cada 50 a 100 mg
de tecido cardiaco foi homogeneizado em ImL de TRIzol®Reagent (Invitrogen), sem que o
volume das amostras excedessem a décima parte do volume usado do TRIzol®Reagent. As
amostras homogeneizadas foram incubadas por 5 minutos a 30 °C para permitir a completa
dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. Foram adicionados 0.2 mL de cloroférmio por
mL de TRIZ01®Reagent. Os tubos foram fechados, agitados manualmente por 15 segundos
e incubados a 30 °C por 3 minutos. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 12,000 x g
por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa contendo precipitado de RNA foi pipetada e misturada
com 4dlcool isopropil: 0.5 mL de 4lcool isopropil por 1 mL de TRIzol®Reagent. A amostra
foi entdo encubada a 30 °C por 10 minutos e novamente centrifugada a 12,000 x g por 10
minutos a 4 °C. O “pellet” de RNA, agora visivel e precipitado no fundo do tubo, foi
separado do sobrenadante e lavado com 1 mL de etanol 75% solubilizado em dgua tratada
com DEPC (diethylpyrocarbonate), para eliminar residuos de fenol e sal. Por fim, a amostra

foi novamente misturada e centrifugada a 7,500 x g durante 5 minutos a 4 ‘C. A
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quantificacdo das amostras de RNA total foi determinada por meio de um espectrometro
NanoDrop TM 1000 (Thermo Scientific) na razio de absorbancia 260/280 nm de
comprimento de onda.

A integridade das amostras foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose 1%, contendo 0.5ug/mL de brometo de etideo. O gel foi imerso em tampao TAE
1X e a eletroforese realizada a 100 Volts por aproximadamente 20 minutos. A quantidade
das amostras foi avaliada pela andlise da intensidade das bandas correspondentes as
subunidades do RNA ribossomal 28S e 18S, onde a relacdo 28S/18S foi de
aproximadamente dois. Amostras que apresentassem algum grau de degradacdo seriam

descartadas.

4.7.2. Sintese de cDNA

Foram utilizados 2 pg de RNA total, extraidos a partir do tecido cardiaco dos
ratos. As amostras foram incubadas com 0.5 pg/mL de oligo dT12-18 a 65 °C por 5 min,
para obten¢do da primeira fita de cDNA. A transcricdo reversa das amostras foi realizada
em volume total de 20 pLL contento 3U de RNAsin (Promega, Madison, USA), 10 mM de
dNTPs, 0.1 M de DTT, 1X tampao de enzima, e 2.5U de SuperScript Reverse Transcriptase
IT (Invitrogen, Brasil). Apos incubagdo por 1 hora a 42 °C, a temperatura foi elevada a 95
°C por 5 minutos e as amostras foram rapidamente colocadas em gelo para desnaturacdo de

hibridos RNA-cDNA formados.

4.7.3. Reacao de polimerase em cadeia em tempo-real.

O Real-Time PCR foi feito pelo sistema de deteccdo do produto especifico
amplificado no equipamento Corbett Rotor-Gene 6000 na presengca do composto
fluorescente SYBR-Grenn. A otimizacdo da reagcdo do real-time PCR foi feita conforme as
instrugdes do fabricante, corrigido para volume final de 20 pL por reacdo. As condi¢Oes de
PCR foram padrao (protocolo do kit SYBR-Grenn I master mix) e todos os reagentes foram

fornecidos pelo kit, inclusive a enzima polimerase AmpliTaq-Gold (Applied-Biosystems).
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Depois da otimizacgdo, os primers foram utilizados na concentra¢do de 200 nM
para deteccdo e quantificacdo relativa da expressdo dos genes da ciclofilina (gene controle-
interno). A expressiao dos genes do ANP, alfa-actina esquelética, beta-actina esquelética e
miosina de cadeia pesada foi realizada em tecido cardiaco dos ratos de todos os grupos. O
gene da ciclofilina é considerado de ampla expansdo, e foi utilizado como gene
normalizador para os demais genes, pois ndo sofre alteracio com as condigdes
experimentais.

Os primers que foram utilizados estao descritos abaixo:

g-actina esquelética:
sense: 5’-ACC ACA ggC ATT gTT CTg gA-3’
antisense: 5’-TAA ggT AgT CAg TgA ggT CC-3°

B-miosina de cadeia pesada (3-MHC):
sense: 5’-CAT CCC CAA TgA gAC gAA g-3°
antisense: 5’-Agg CTC TTT CTg CTg gAC A-3°

o -miosina de cadeia pesada (o-MHC):
sense: 5’-CgA gTC CCA ggT CAA CAA g-3°
antisense: 5’-Agg CTC TTT CTg CTg gAC C-3’

Peptideo natriurético atrial (ANP):
sense: 5’-CTT Cgg ggg TAg gAT TgA C-3°
antisense: 5°-CTT ggg ATC TTT TgC gAT CT-3’

Ciclofilina:
sense: 5’-AAT gCT ggA CCA AAC ACA AA-3°
antisense: 5’-CCT TCT TTC ACC TTC CCA AA-3’
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4.8. Western blot para avaliacdo da densidade de adrenoceptores do tecido atrial.

O étrio direito foi homogeneizado em tampao de lise contendo tampao fosfato
de potédssio 50 mM (pH 7,0), sucrose 0,3 M, DTT 0,5 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0), PMSF
0,3 mM, NaF 10 mM e coquetel de inibidor de fosfatase (1:100). O homogenato foi
centrifugado por 10 minutos a 4°C com 12.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para
tubos de 1,5 ml e a concentra¢do de proteina das amostras foram analisadas por meio do
método de Bradford (1976). As amostras foram armazenadas em freezer -80°C até o
momento da utilizagdo.

Aliquotas do homogeneizado, 30 pg de proteina foram diluidas em tampao de
amostra (Tris-HCI pH 6,8 240 mM; SDS 0,8%; B-mercaptoetanol 200 mM; Glicerol 40% e
Azul de bromofenol 0,02 %). A anélise dos niveis protéicos foi realizada pela técnica de
western blotting. Para isso, foi utilizada a técnica de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
(SDS-PAGE, 6 - 12%: dependendo do peso molecular da proteina), que consiste na
migracdo de moléculas com carga, numa solugdo, decorrente da aplicagdo de um campo
elétrico no aparelho para minigel (Mini Protean, BioRad, EUA). Posteriormente, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences,
NJ, EUA), do mesmo modo que foram separadas no SDS-PAGE. As membranas foram
coradas com Ponceau S, para a verificacao das bandas protéicas obtidas pela eletroforese.

A fim de bloquear ligacdes inespecificas, a membrana foi incubada em solucdo
contendo caseina, proteina que compete com os sitios de ligagdo e reduz a absorcdo
inespecifica de conjugados da peroxidase.

Em seguida, a membrana de nitrocelulose foi incubada com o anticorpo
primdrio que se liga a proteina que se pretende detectar, formando um complexo anticorpo-
proteina. Depois de lavar a membrana para remover o anticorpo nao ligado, ela foi exposta
ao anticorpo secunddrio conjugado a horseadish peroxidase (HRP), direcionado a por¢des
espécies-especificas do anticorpo primario.

Foram utilizados como anticorpos primdrios o beta-2-Adrenergic-Receptor-
antibody (Rabbit polyclonal, 1:1000, Abcan®, UK), beta-1-Adrenergic-Receptor-antibody
(Rabbit polyclonal, 1:500, Abcan®), GAPDH-antibody (mouse monoclonal, 1:1000,
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Abcan®). Em seguida as mesmas foram lavadas 3x10 min com TBS-T, incubadas por 2
horas com os respectivos anticorpos secunddrios (anti-rabbit, 1:10000, anti-rabbit, 1:10000,
anti-mouse, 1:3000; Amersham Biosciences, NJ, EUA) conjugados a peroxidase.
Posteriormente o complexo foi detectado mediante reagdo de quimiluminescéncia (ECL) e
os blots foram visualizados e quantificados (nimero de pixels) pelo sistema Scion Image,
fornecido gratuitamente pela NIH (EUA) via internet. O gliceroldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) foi utilizado como proteina de referéncia e os resultados relativos

obtidos nos quatro grupos experimentais foram normalizados por ela.

4.9. Analise estatistica

As diferencas estatisticas foram determinadas por Andlise de Varidncia
Bifatorial (ANOVA) seguida de Teste de Tukey para comparagdao multipla de médias nas
andlises eletrocardiograficas, para expressio de marcadores de hipertrofia cardiaca
patoldgica, e para a densidade de adrenoceptores do tecido atrial. Os dados referentes as
andlises de pressdo arterial foram analisados considerando-se trés fatores: treinamento,
nandrolona e tempo, utilizando-se Andlise de Variancia com Medidas Repetidas e com
estrutura de variancia auto-regressiva. O teste de Tukey foi utilizado para comparacdes
multiplas de médias, quando houve valor significativo da estatistica F, na Andlise de
Variancia. Valores de p menores que 0,05 foram indicativos de significancia estatistica. Os

resultados foram apresentados como médias + erros-padroes das médias.
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5. RESULTADOS

Nao houve diferenca estatistica significativa no peso inicial, em gramas, dos
animais dos quatro grupos experimentais: Nao Treinado + Veiculo (NTV) (260.5 + 18.1 g);
Treinado + Veiculo (TV) (268.5 + 14.0 g); Nao Treinado + Nandrolona (NTN) (256.5 +
15.6 g); Treinado + Nandrolona (TN) (266.4 + 12.9 g) (p > 0.05). Todavia, no fim do
periodo experimental, o peso corporal dos animais dos grupos TV e TN foi
significativamente menor que nos respectivos grupos NTV e NTN (Figura 1A; p < 0,05) e
também houve diminuicdo do peso corporal nos grupos NTN e TN em relacdo aos
respectivos grupos NTV e TV (Figura 1A; p < 0,05).

A figura 1B apresenta os dados referentes ao peso do coracdo, apresentado
como razao peso do coragdo/peso corporal dos animais, indice que determina a ocorréncia
de hipertrofia cardiaca. A razdo peso do coracdo/peso corporal dos grupos TV e TN foi
significativamente maior que a dos respectivos grupos NTV e NTN (Figura 1B; p < 0,05).
Nos grupos NTN e TN também houve aumento nesta razdo em relacdo aos respectivos
grupos NTV e TV (Figura 1B; p < 0,05).

A figura 2 mostra o gel de qualidade das amostras de RNA total extraidas do
ventriculo esquerdo e atesta a integridade delas, as quais foram utilizadas para andlise da

expressao de genes marcadores de hipertrofia cardiaca nos quatro grupo experimentais.
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Figura 1. Peso corporal (PC) (em gramas) no fim do periodo experimental (A) e razdo peso do coragdo
(mg)/PC (g) (B), em ratos treinados ou ndo treinados tratados com veiculo propilenoglicol ou Decanoato de
Nandrolona. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes entre si (ANOVA bifatorial + Teste

de Tukey; significancia estatistica para valores de p < 0,05).
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Figura 2. Integridade das amostras de RNA total, extraidas do ventriculo esquerdo, verificada através de
eletroforese em gel de agarose. Bandas 1-10: ratos ndo treinados + veiculo (NTV); 11-20: ratos néo treinados
+ nandrolona (NTN); 21-30: ratos treinados + veiculo (TV); 31-39: ratos treinados + nandrolona (TN).

Tanto no grupo NTN quanto no TN, a nandrolona diminuiu significativamente
a expressdo génica de alfa miosina de cadeia pesada (a-MCP) no ventriculo esquerdo em
relacdo aos respectivos grupos NTV e TV (Figura 3A; p < 0,05), porém o treinamento
fisico ndo alterou a expressao desse gene (Figura 3A; p > 0,05).

A figura 3B mostra que o treinamento fisico resistido promoveu diminui¢ao
significativa da expressdo de beta miosina de cadeia pesada (B-MCP) no ventriculo
esquerdo dos ratos dos grupos treinados (TV e TN) em relacdo aos respectivos grupos nao
treinados (NTV e NTN) (p < 0,05).

Embora nio tenha ocorrido diferenga estatistica significativa entre o grupo
NTN em relagdo ao grupo NTV, houve um aumento de 32% na expressao génica de f-MCP
no grupo NTN em relacdo ao grupo NTV, indicando uma tendéncia de aumento na
expressdo deste gene devido ao tratamento com nandrolona (Figura 3B; p = 0.056).
Também, embora nio tenha ocorrido diferenca estatistica significativa entre os grupos TV e
TN, quando comparamos as porcentagens de diminui¢ao de B-MCP nestes grupos em
relacdo ao grupo NTV, verificamos que no grupo TV houve maior diminui¢do na expressao
de B-MCP (60% de diminuicdo em relagdo ao NTV) que no grupo TN (23% de diminuic¢do

em relacdo ao NTV), indicando uma tendéncia de a nandrolona prejudicar o efeito do
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treinamento fisico em diminuir a expressdo génica de P-MCP no ventriculo esquerdo
(Figura 3B; p = 0.056).

A expressdo génica de a-actina esquelética no ventriculo esquerdo foi
estatisticamente significativa apenas no grupo em que o treinamento fisico foi associado a
nandrolona (grupo TN) em relagcdo demais grupos (Figura 3C; p < 0.05).

Quanto a expressdo génica de peptideo natriurético atrial (ANP), apenas o
grupo TN apresentou aumento significativo na expressdo deste gene em relagdo aos demais

grupos (Figura 3D; p < 0.05).
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Figura 3. Expressdo gé€nica de marcadores de hipertrofia cardiaca em ratos treinados e nao treinados tratados
com veiculo propilenoglicol ou com esteréide anabélico androgénico Decanoato de Nandrolona. Grupos: Nao
Treinado + Veiculo (NTV); Treinado + Veiculo (TV); Nao Treinado + Nandrolona (NTN); Treinado +
Nandrolona (TN). o-MCP (Alfa miosina de cadeia pesada); B-MCP (Beta miosina de cadeia pesada); (a-
SkA) o-actina esquelética; ANP (Peptideo natriurético atrial) (n = 9-10 animais/grupo). Letras diferentes
indicam grupos estatisticamente diferentes (ANOV A bifatorial + Teste de Tukey; significancia estatistica para
valores de p<0.05).

25



A figura 4 apresenta os valores de pressdo arterial sistélica (A), pressao arterial
média (PAM) (B), pressdo arterial diastélica (C) e frequéncia cardiaca (D) de ratos dos
quatro grupos experimentais. O treinamento fisico resistido de alta intensidade diminuiu a
pressdo arterial sist6lica nos grupos TV e TN em relacdo aos respectivos grupos nao
treinados nas semanas 3, 4 e 5 (Figura 4A; p < 0,05). O treinamento fisico também
promoveu diminui¢do da pressdo arterial média (figura 4B) e diastdlica (figura 4C) nos
grupos TV e TN em comparacdo aos grupos NTV e NTN, respectivamente, durante todas
as semanas do periodo experimental (p < 0,05). Nos grupos NTN e TN, a nandrolona
promoveu aumento da pressdo arterial sistlica na semana 5 em comparacdo com as
semanas 1 e 2 (Figura 4A; p < 0,05) (semanas 1 e 2 ndo diferiram entre si na andlise da
pressdo arterial sistolica).

Na primeira semana do periodo experimental, o treinamento fisico promoveu
elevacdo da frequéncia cardiaca nos grupos treinados (TV e TN) em relacio aos respectivos
grupos ndo treinados (NTV e NTN). Nas semanas 5 e 6, este efeito se inverteu, de modo
que a frequéncia cardiaca diminuiu nos grupos treinados (TV e TN) em relacdo aos
respectivos grupos ndo treinados (NTV e NTN) (Figura 4D; p < 0,05).

Os grupos TV e TN apresentaram menor frequéncia cardiaca nas semanas 5 ¢ 6 em
comparacdo com as semanas 1 e 2, sendo que as semanas 1 e 2 também diferiram

estatisticamente entre si (Figura 4D; p < 0,05).
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Figura 4. Pressdo arterial sistdlica (A); pressdo arterial média (PAM) (B); pressdo arterial diastdlica (C);
frequéncia cardiaca (D). Grupos: Nao Treinado + Veiculo (NTV); Treinado + Veiculo (TV); Nao Treinado +
Nandrolona (NTN); Treinado + Nandrolona (TN). * Grupos treinados sdo estatisticamente diferentes dos
grupos ndo treinados (p < 0,05). # Diferenca estatisticamente significativa da semana 5 em comparacdo com
as semanas 1 e 2 (p < 0,05) (semanas 1 e 2 ndo diferem entre si). ¥ Diferenca estatisticamente significativa
das semanas 5 e 6 em comparagdo com as semanas 1 e 2 (semanas 1 e 2 também diferem estatisticamente
entre si) (p < 0,05). Foi utilizada andlise de varidncia com medidas repetidas e com estrutura de variancia
auto-regressiva. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média. N = 12 animais/grupo.

A tabela 2 mostra os valores do intervalo PR (A), do intervalo QRS (B), da
amplitude do complexo QRS (C), do intervalo QT (D) e do intervalo QTc (E), obtidos no
eletrocardiograma dos 4 grupos experimentais. O treinamento fisico e o tratamento com
nandrolona ndo alteraram a duracgdo dos intervalos PR, QRS e QT (p > 0,05) e a amplitude
do complexo QRS (p > 0,05). O tratamento com nandrolona promoveu um prolongamento
do intervalo QTc nos grupos NTN e TN em comparagdo com os grupos NTV e TV,

respectivamente (p < 0,05).
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Table 2: Parametros eletrocardiograficos e frequéncia cardiaca de ratos submetidos a

treinamento fisico resistido de alta intensidade e tratados com nandrolona ou veiculo.

Parametros NTV TV NTN TN
Intervalo PR (ms) 44.17+1,26 43,00+0,47 42.64+0,88 44.50+1,03
Intervalo QRS (ms) 30,50+0,51 31,44+0,30 32,79+0,81 31,40+0,52

Amplitude QRS (mV) 0,33+0,02 0,39+0,03 0,37+0,01 0,37+0,02

FC (bat/min) 191,243.6 196,2+1,5 200,6+2,8 193,8+4,7
Intervalo QT (ms) 56,50+0,51  56,56x0,41  57,79+0,81  57,20+0,33
Intervalo QTc (ms) 101,00£1,04*  102,00+1,17*  104,80+0,76°  104,70+0,53°

NTV = Nao treinado + veiculo; TV = Treinado + veiculo; NTN = Niao treinado +
nandrolona; TN = Treinado + nandrolona. Intervalo PR = Intervalo correspondente ao
tempo percorrido pelo estimulo elétrico desde o inicio da onda P até o inicio do complexo
QRS; Intervalo QRS = corresponde ao tempo percorrido pelo estimulo durante a ativagao
ventricular; Amplitude QRS = Variacdo de potencial elétrico do complexo QRS; FC =
Frequéncia cardiaca; Intervalo QT = corresponde ao tempo percorrido pelo estimulo desde
o inicio do complexo QRS ao final da onda T; QTc = Intervalo QT corrigido pela raiz
quadrada do intervalo entre duas ondas R sucessivas (R-R). Letras diferentes indicam
grupos estatisticamente diferentes entre si (ANOVA + teste de Tukey; p < 0,05). Os valores
foram expressos como média + erro padrdo da média. N = 10-12 animais/grupo.

A figura 5 mostra a andlise representativa das proteinas obtidas por western blot
no 4trio direito de ratos dos quatro grupos experimentais (A), bem como a populacdo de
adrenoceptores 3; (B) e de adrenoceptores B, (C). O tratamento com nandrolona promoveu
aumento significativo na populacdo de adrenoceptores P; nos grupos NTN e TN em
comparacdo aos respectivos grupos NTV e TV (Figura 5B; p<0,05). Houve também
aumento significativo da expressdo de adrenoceptores [, nos grupos NTN e TN em
comparacao aos respectivos grupos NTV e TV (Figura 5C; p<0,05). Nao houve alteracdo
estatisticamente significativa na expressdo de adrenoceptores P; ou adrenoceptores [, no
grupo TV em relacio ao NTV (p > 0,05), mas o treinamento fisico promoveu uma

diminui¢do de 22% na expressio de adrenoceptores P; e 14% na expressdo de
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adrenoceptores [, no atrio direito do grupo TV em compara¢do ao NTV (Figura 5C). O

NTYV foi considerado como grupo controle.
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Figura 5. Figura representativa da andlise de western blot para os adrenoceptores f; (AR-B;), adrenoceptores
B> (AR-B,), e a proteina de referéncia gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) dos quatro grupos
experimentais (A); niveis de proteinas AR-B; (B); niveis de proteinas AR-B, (C). Grupos: Ndo Treinado +
Veiculo (NTV); Treinado + Veiculo (TV); Nao Treinado + Nandrolona (NTN); Treinado + Nandrolona (TN).
Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05). Foi utilizada andlise de
variancia bifatorial + teste de Tukey . Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média. Foram

utilizados 6 animais por grupo.
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6. DISCUSSAO

A hipertrofia cardiaca ocorre em resposta a sobrecargas hemodindmicas
cronicas e € considerada um processo adaptativo do miocédrdio a tais sobrecargas, todavia é
também um fator de risco para morbi-mortalidade cardiovascular (Franchini, 2001). Ela
decorre do aumento das dimensdes dos cardiomidcitos, da proliferagdo do tecido conjuntivo
intersticial e da rarefacdo da microcirculagdo coronariana (Garcia & Incerpi, 2008), mas
durante o seu estabelecimento podem também ser re-expressos genes caracteristicos da vida
fetal, tais como algumas isoformas de proteinas contréteis e o peptideo natriurético atrial,
conferindo imaturidade a célula hipertrofiada. As razdes e possiveis vantagens da re-
expressdo de genes fetais ndo sdo ainda adequadamente conhecidas, todavia, a detec¢ao
deles em quantidades significativas na hipertrofia miocdrdica permite seu uso como
marcadores de hipertrofia cardiaca patoldgica (Franchini, 2001). Ainda ndo estd bem
elucidado qual € o fator primdrio que estimula a hipertrofia cardiaca, se sdo fatores
mecanicos (tensdo e deformag@o) ou neuro-humorais, ou mesmo a interacdo deles (Garcia
& Incerpi, 2008). Estes fatores promovem alteracdes bioquimicas intracelulares capazes de
regular a transcri¢do e determinar a expressdo de genes que induzem a hipertrofia cardiaca
(Garcia & Incerpi, 2008). Em estudos experimentais, o indice mais comumente utilizado
para determinar a hipertrofia cardiaca € a razdo peso do coracio/peso corporal (Conrad et
al., 1991; Hart, 2003); seguindo esta condi¢do, este indice foi também utilizado no presente
trabalho para determinar a hipertrofia cardiaca, de acordo com Rocha et al., (2007).

Os resultados do presente trabalho mostram que a nandrolona, por si s6, ou
combinada com treinamento fisico resistido de alta intensidade, induziu hipertrofia cardiaca
evidenciada pelo aumento da razdo peso do coragdo/peso corporal. Por sua vez, esta
hipertrofia induzida pela nandrolona foi associada com a re-expressio de genes
caracteristicos da vida fetal. Por outro lado, o treinamento fisico, isoladamente, também
induziu hipertrofia cardiaca no grupo tratado apenas com veiculo propilenoglicol, todavia,
sem induzir a re-expressdo de genes fetais.

Tanto treinamentos fisicos resistidos quanto a associagdo destes com o uso de

doses supra-fisioldgicas de esterdides anabdlicos androgénicos parecem exercer importante
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papel no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. O treinamento fisico resistido € capaz de
promover hipertrofia cardiaca concéntrica em humanos (D’Andrea et al., 2006) e em ratos
(Barauna et al., 2007). Rocha et al., (2007) , demonstraram que o uso de doses supra-
fisiologicas de nandrolona exacerbam a hipertrofia cardiaca em ratos submetidos a
treinamento fisico aerébio. Em estudo anterior, realizado por nosso grupo de pesquisa,
foram observadas hipertrofias cardiacas em ratos de laboratério submetidos ao mesmo
protocolo de treinamento fisico resistido utilizado no presente estudo, com aumento da
razdo peso do coragdo/peso corporal, em ratos treinados e tratados com veiculo
propilenoglicol ou nandrolona, em relagdo aos respectivos grupos controles. A avaliacio
por ecodopplercardiograma também demonstrou hipertrofia cardiaca induzida pelo
treinamento fisico resistido em ratos tratados tanto com veiculo propilenoglicol quanto com
nandrolona, bem como demonstrou aumento da espessura do septo interventricular e
diminuicdo do débito cardiaco em ratos tratados com nandrolona, ndo treinados e treinados,
em relacdo aos respectivos grupos tratados com veiculo propilenoglicol (Tanno et al.,
2006a; Tanno et al., 2006b). Portanto, a hipertrofia cardiaca observada no presente
trabalho, tanto em decorréncia da aplicacdo de doses supra-fisioldgicas de nandrolona
quanto do treinamento fisico ou da associacdo de ambos, confirma os resultados observados
anteriormente por Tanno (2007) em nosso laboratdrio.

Do ponto de vista molecular, a hipertrofia cardiaca pode determinar alteragdes
na expressdo génica de proteinas contrateis, de modo que a distribui¢do das isoformas de
miosina de cadeia pesada (a-MCP e B-MCP) podem ser modificadas em resposta a uma
sobrecarga de trabalho, tanto em condi¢des fisioldgicas quanto patoldgicas (Moore, 1998;
Oliveira et al., 2006). Além disso, na hipertrofia cardiaca pode ocorrer re-expressao
significativa de a-actina esquelética no tecido cardiaco e re-expressao de genes de proteinas
nao-contrateis, como o peptideo natriurético atrial (ANP) (Silva & Krieger, 2000), o qual
dificilmente aumenta sua expressdo nos midcitos ventriculares de ratos adultos normais,
todavia aumenta significativamente sua expressao na hipertrofia cardiaca patolégica (Izumo
et al., 1988; Kim & Iwao, 2000). A re-expressdo do gene do ANP e outros marcadores

genéticos embriondrios pode ser considerado um entre vdrios outros fatores capazes de

31



distinguir estimulos que aceleram o crescimento normal (tréficos), dos estimulos que sao
hipertréficos, indicando o comeco de uma resposta patoldgica (Silva & Krieger, 2000).

No presente estudo observamos hipertrofia cardiaca nos ratos submetidos ao
treinamento fisico resistido, tratados tanto com veiculo propilenoglicol (grupo TV) quanto
com decanoato de nandrolona (grupo TN). Tanto no grupo TV quanto no grupo TN, o
exercicio fisico foi capaz de diminuir a expressdo génica da isoforma B-MCP,
predominante no ventriculo do rato durante as etapas do desenvolvimento do cora¢do no
periodo fetal ou perinatal (Silva & Krieger, 2000) sem promover alteragdo na expressao
génica da isoforma a-MCP, dominante no ventriculo do rato durante toda a vida adulta
(Oliveira et al., 2006). Este achado demonstra que o protocolo de treinamento fisico
resistido utilizado no presente estudo € eficiente em provocar “downregulation” da
expressao do gene da B-MCP ventricular, mas ndo se mostrou eficiente em promover
“upregulation” da expressao do gene da a-MCP ventricular. Este resultado se assemelha ao
demonstrado por Scheinowitz & colaboradores (2003), os quais encontraram uma
diminui¢ao na expressdo de B-MCP ventricular no corag¢do de ratos treinados com natacao
por duas semanas, mas esta reducdo nio foi significativa apds 6 semanas de treinamento.
Portanto, os resultados observados no presente trabalho parecem contradizer o que ocorre
na hipertrofia cardiaca patoldgica, que € um aumento na expressao do gene da p-MCP. E
Barauna & colaboradores (2008) ndo encontraram quaisquer alteragdes na expressdao dos
genes marcadores de hipertrofia cardiaca patoldgica em ratos submetidos a treinamento
fisico de resisténcia. No presente trabalho, embora o treinamento fisico resistido nio tenha
promovido aumento significativo na expressdo de o-MCP ventricular, a diminuicdo
promovida na expressao de B-MCP sugere que ele possa ser capaz de aumentar a propor¢ao
de a-MCP em relacdo a B-MCP no miocdrdio e que a hipertrofia observada no grupo TV
seja fisiolégica. Aumento na proporcdo de a-MCP em relagio a B-MCP indica alta
atividade ATPase miosinica, que estd associada com melhora da funcdo sistdlica
(Scheinowitz et al., 2003). Todavia, a associacdo deste treinamento com nandrolona sugere
que possiveis efeitos benéficos do treinamento fisico resistido sobre a funcdo sistélica
ventricular poderiam ser prejudicados, pois a nandrolona foi capaz de diminuir a expressao

de a-MCP ventricular nos grupos NTN e TN em relacdo aos respectivos grupos NTV e TV,
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um efeito negativo que também sugere uma possibilidade de a nandrolona ser capaz de
aumentar a propor¢do de -MCP ventricular em relacdo a o-MCP. A isoforma B-MCP
ventricular apresenta baixa atividade ATPase miosinica, portanto, aumentos na propor¢ao
miocdrdica de B-MCP estd associado com diminuicdo da velocidade de encurtamento do
cardiomidcito (Kim & Iwao, 2000), podendo culminar em redugdo de sua complacéncia.
Estes resultados de expressdo génica das isoformas de miosina de cadeia pesada podem
ajudar a explicar resultados anteriores realizados em nosso laboratério por Tanno (2007),
que demonstrou que o mesmo protocolo de treinamento fisico resistido utilizado no
presente estudo promoveu hipertrofia cardiaca e foi capaz de aumentar a velocidade de
encurtamento circunferencial do ventriculo esquerdo; portanto, embora o treinamento nao
tenha promovido aumento do débito cardiaco, os resultados sugeriram que o miocérdio
desenvolveu mecanismos para melhorar essa fun¢do. Em contrapartida, no trabalho de
Tanno (2007), os animais que foram tratados com nandrolona, ndo treinados e treinados,
apresentaram prejuizos cardiacos de fungdes sistdlicas e diastdlicas. Na andlise realizada
por Tanno (2007), via ecodoplercardiograma, observou-se que o tratamento com
nandrolona, isoladamente ou em associacdo com o treinamento fisico resistido de alta
intensidade, provocou diminui¢@o no indice cardiaco de ratos, indicando prejuizo sistélico,
sem qualquer alteracdo no grupo de ratos treinados e tratados com veiculo propilenoglicol.
Do mesmo modo, o ecodoplercardiograma mostrou que a nandrolona, por si s6 ou em
associacdo com o treinamento fisico resistido, prejudicou a fun¢do diastélica por reduzir a
velocidade de fluxo transmitral inicial e por aumentar o tempo de relaxamento ventricular
isovolumétrico do ciclo cardiaco.

Além dos resultados supramencionados, a associacdo de treinamento fisico
resistido com decanoato de nandrolona promoveu “upregulation” da expressao do gene da
a-actina esquelética no grupo TN em relacdo aos demais grupos. Além disso, a nandrolona
promoveu 37% de aumento na expressdo deste gene no grupo NTN em relacdo ao grupo
NTV. Estes achados demonstram que a nandrolona, associada ou ndo ao treinamento fisico
resistido, além de prejudicar a expressdo ventricular normal de genes para proteinas
contrateis, pode também promover a re-expressdo de genes caracteristicos da vida fetal no

miocdrdio hipertrofiado, sendo ela, por vezes, um importante fator capaz de contribuir para
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a génese de hipertrofia cardiaca patolégica. Na auséncia de nandrolona, o exercicio fisico
resistido de alta intensidade ndo foi capaz de promover re-expressdo da a-actina esquelética
no miocardio hipertrofiado.

Em fases mais precoces da hipertrofia cardiaca as isoformas fetais das proteinas
supramencionadas podem ser re-expressas significativamente, todavia, em fases mais
avancadas, em geral quando o miocdrdio hipertrofiado comeca a desempenhar os primeiros
sinais de queda no desempenho mecéanico, comecam a ocorrer alteracdes significativas na
re-expressao de genes mais diretamente envolvidos na homeostase i6nica dos midcitos e é
nesta fase que ocorre a re-expressao do peptideo natriurético atrial (ANP) (Mill & Vassalo,
2001). No presente estudo, houve re-expressao significativa do gene do ANP no grupo TN
em relacdo a todos os outros grupos, demonstrando que a associagdo de nandrolona com
exercicio fisico resistido € eficiente em promover hipertrofia cardiaca patoldgica, haja vista
que a re-expressdao significativa do gene do ANP, associada a re-expressdao de outros
marcadores genéticos embriondrios, como por exemplo a a-actina esquelética, pode ser
considerada um entre varios critérios que indicam hipertrofia cardiaca patoldgica (Silva &
Krieger, 2000).

Os resultados obtidos nas andlises dos genes da o-MCP, B-MCP, a-actina
esquelética e ANP, confirmam que a nandrolona, isoladamente ou em associagdo com o
treinamento fisico, é capaz de promover hipertrofia cardiaca patoldgica no coracdo de ratos.
Além disso, estes resultados moleculares contribuem para corroborar aqueles resultados
funcionais obtidos por Tanno (2007) via ecodoplercardiograma.

A hipertrofia cardiaca ocorre em resposta ao treinamento fisico, mas também
pode resultar de doencas cardiovasculares como a hipertensdo (Fenning et al., 2003).
Quando promovida pela pratica de exercicios fisicos é considerada fisioldgica e benéfica ao
coragdo, pois melhora o metabolismo celular, a estrutura do ventriculo esquerdo, o fluxo
sanguineo das artérias e consequentemente a funcdo cardiaca, todavia é considerada
patolégica quando associada a doencas cardiovasculares cronicas, pois estd relacionada a
perda da funcdo cardiaca (Fenning et al., 2003; Tanno, 2007). Além da hipertrofia cardiaca,
outras adaptacdes cardiovasculares induzidas pelo treinamento fisico resistido ainda nao

sdo tdo bem documentadas, nos relatos médicos, quanto sdo bem documentados os
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beneficios cardiovasculares resultantes do treinamento fisicos aerébio, como por exemplo,
a reducdo da pressdo arterial (Barauna et al., 2005). Alguns estudos em humanos sugerem
que o treinamento fisico resistido possa reduzir a pressdo arterial (Kelley & Kelly, 2000;
Ray & Carrasco, 2000; Carter et al., 2003), todavia, apenas recentemente ele tem sido,
similarmente ao exercicio fisico aerdbio, indicado como uma das intervencdes para
prevenir ou controlar a hipertensio arterial (American Coolege of Sports Medicine, 1993;
Barauna et al., 2005).

Durante a realizacdo do exercicio fisico, o organismo € retirado de sua
homeostase em funcdo da demanda energética muscular e do organismo como um todo
(Brum et al., 2004). Durante esse processo, a quantidade de sangue bombeado pelo coragao
¢ alterada para suprir a demanda da musculatura esquelética por oxigénio. Para que essa
demanda seja atendida, durante o exercicio fisico ocorrem alteragdes nos sistemas nervoso
simpdtico e parassimpatico com a finalidade de aumentar a frequéncia cardiaca, efeito este
que ocorre por intermédio do nodo sino-atrial devido a interacdo das catecolaminas
enddgenas com receptores adrenérgicos presentes no marcapasso cardiaco. Ja durante o
repouso observa-se bradicardia por redu¢do do tonus simpatico no coragdo, principalmente
em consequéncia de exercicios fisicos de baixa a moderada intensidade, o que promove
também diminuicdo do débito cardiaco e da pressao arterial (Negrdo & Rondon, 2001).
Todavia, as adaptacOes desencadeadas pelo treinamento fisico resistido de alta intensidade
sobre a pressdo arterial ainda precisam ser bem esclarecidas (Barauna et al., 2005).
Somando-se a isso, 0 que muitas vezes tem ocorrido em academias, e até mesmo entre
atletas de alto nivel, é a associacdo do uso de altas doses de esterdides anabdlicos
androgénicos com o treinamento de for¢ca ou o exercicio fisico anaerébio (Grogan et al.,
2006). Porém, a literatura tem demonstrado que os efeitos desta associagdo podem ser
muito prejudiciais para a estrutura e fungdo cardiaca (Tanno et al., 2011) e podem estar
associados a morte subita de jovens atletas (Fineschi et al., 2001; Urhaunsen et al., 2004;
Nottin et al., 2006).

O presente trabalho demonstra efeitos benéficos do treinamento fisico, utilizado
no presente estudo, sobre a pressdo arterial sistélica, média, diastdlica e frequéncia cardiaca

de ratos dos grupos TV e TN, similares aos observados em exercicios fisicos de leve e
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moderada intensidades. O treinamento fisico resistido de alta intensidade reduziu a pressao
arterial sistolica nas semanas 3, 4 e 5 e as pressoes média e diastdlica em todas as semanas
do protocolo experimental em comparagdo aos ratos dos grupos ndo treinados. Do ponto de
vista hemodinamico, essa diminui¢do na pressdo arterial poderia ser explicada por queda na
resisténcia vascular periférica total ou redu¢do no débito cardiaco (Negrio & Rondon,
2001). De fato, o estudo de Cunha et al. (2005a) demonstrou que o mesmo protocolo de
treinamento fisico resistido de alta intensidade utilizado no presente estudo foi capaz de
induzir subsensibilidade a fenilefrina na aorta tordcica de ratos treinados, sugerindo que
este protocolo promove uma adaptacdo vascular benéfica que pode estar relacionada a um
aumento na produgdo de 6xido nitrico (NO) endotelial. Nesse sentido, os efeitos deste
protocolo de treinamento fisico sobre a reducdo da pressdo arterial sistlica, média e
diastdlica, em comparacdo aos ratos ndo treinados, poderiam estar relacionados a uma
maior produ¢cdo de NO como resposta adaptativa endotelial aos altos fluxos sanguineos
induzidos pelo treinamento, independentemente do tratamento com nandrolona no grupo
TN. Outro estudo realizado por nosso grupo de pesquisa demonstrou que 0 mesmo
protocolo de treinamento fisico resistido utilizado neste estudo promoveu diminui¢do
significativa da producdo de espécies reativas de oxigénio na aorta tordcica de ratos em
comparacio a animais ndo treinados (Guzzoni, 2010), o que implica, fisiologicamente, em
menores possibilidades de degradacdo de NO produzido pelo endotélio vascular. Este
mesmo mecanismo poderia ser aplicado as adaptacOes vasculares periféricas, pois o
treinamento fisico resistido pode levar a um aumento da exposi¢do dos vasos ao estresse de
cisalhamento sanguineo e estimular a producdo de substincias vasoativas que podem
contribuir para mudancas funcionais e estruturais nos vasos de resisténcia (Delp e Laughlin,
1997; Barauna et al., 2005). Embora neste estudo ndo tenhamos investigado a producdo de
substancias vasoativas capazes de promover relaxamento vascular, esta hipdtese &
condizente com os resultados de reducdo da pressdo arterial obtidos nos grupos TV e TN
em comparacgdo aos grupos NTV e NTN, respectivamente. Uma queda no débito cardiaco
dos ratos treinados também pode ter ocorrido, uma vez que o treinamento influenciou a

queda da frequéncia cardiaca dos grupos TV e TN em relacdo aos respectivos NTV e NTN.
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Os resultados do presente trabalho mostram que a nandrolona foi capaz de
promover aumento de pressdo arterial sistolica ao longo do tempo dentro de um mesmo
grupo experimental, ou seja, no grupo NTN a nandrolona promoveu elevada pressdao
arterial sistolica na quinta semana em relag@o a primeira e segunda semanas de tratamento.
Exatamente o mesmo resultado ocorreu no grupo TN como efeito principal da nandrolona.
Estes resultados nos mostram que, independentemente do treinamento fisico, 0 uso cronico
de doses supra-fisiologicas de nandrolona pode influenciar significativamente a pressao
arterial sistlica quando se leva em conta o tempo de tratamento e ndo apenas a comparacao
entre grupos, sugerindo que seu uso cronico pode realmente cancelar os efeitos benéficos
do treinamento fisico resistido sobre a pressao arterial sistdlica dentro de um mesmo grupo
experimental.

Ainda ndo estdo claros os efeitos dos esteréides anabdlicos androgénicos (EAA)
na elevacdo da pressdo arterial em humanos sauddveis devido a existéncia de muitos
resultados conflitantes (Achar et al., 2010), tampouco estdo claros os mecanismos que
poderiam gerar hipertensdo arterial em usudrios de altas doses de EAA e em animais
experimentais. Todavia, dando suporte aos resultados obtidos no presente estudo e a
hipétese da influéncia da producdo de 6xido nitrico endotelial no controle da pressdo
arterial, Cunha et al. (2005a) demonstraram, em estudo in vitro, que a nandrolona cancelou
a subsensibilidade a fenilefrina induzida pelo treinamento fisico resistido de alta
intensidade na aorta tordcica de ratos treinados e tratados com nandrolona. J4 foi também
demonstrado na literatura que doses elevadas de nandrolona aumentam a reatividade
vascular a epinefrina e reduzem o relaxamento vascular induzido por nitroprussiato de
sédio em anéis adrticos de coelhos (Ammar et al., 2004). No trabalho de Guzzoni (2010),
desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que o tratamento com
nandrolona reduziu significativamente a producdo de 6xido nitrico endotelial na aorta
toracica de ratos, submetidos ou ndo ao treinamento fisico resistido de alta intensidade.
Além disso, os resultados apresentados no presente trabalho corroboram estudos em
humanos que observaram hipertensdo arterial em atletas sauddveis que realizavam

treinamento de forca e resisténcia em associagdo com o uso de esterdides anabdlicos
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androgénicos (Hartgens & Kuipers, 2004). Ainda, aumento da rigidez adrtica também ja foi
demonstrada em atletas usudrios de EAA (Kasikcioglu et al., 2007).

A frequéncia cardiaca, entretanto, ndo foi alterada pelo tratamento com
nandrolona, apenas pelo treinamento fisico. Somente na primeira semana o treinamento
fisico promoveu elevagdo da frequéncia cardiaca nos grupos TV e TN em comparacdo com
os respectivos grupos NTV e NTN, o que pode ter acontecido em funcao de niveis elevados
de catecolaminas circulantes nos instantes iniciais do treinamento fisico, gerando efeito
cronotropico positivo. Esta elevacdo da frequéncia cardiaca na primeira semana de
treinamento ndo se manteve nas semanas seguintes e o treinamento fisico entdo inverteu
seu efeito anterior, promovendo significativa bradicardia de repouso nas semanas 5 e 6. Do
mesmo modo, o treinamento fisico foi capaz de induzir significativa bradicardia de repouso
nos grupos TV e TN nas semanas 5 e 6 em comparacdo com as semanas 1 e 2 (semana 2
também foi estatisticamente diferente da semana 1). Os resultados obtidos no presente
trabalho a respeito dos efeitos do treinamento fisico resistido de alta intensidade sobre a
frequéncia cardiaca de repouso sdo coerentes com resultados obtido por Rocha et al. (2007)
em ratos submetidos a treinamento fisico aerdbico, tratados ou ndao com decanoato de
nandrolona.

A reducdo da frequéncia cardiaca de repouso € normalmente observada como
um efeito positivo do treinamento e € frequentemente vista como uma adaptacio cronica de
treinamentos de resisténcia (Barauna et al., 2005) devido a um aumento do tdnus
parassimpatico e diminui¢do do simpatico. Esta adaptacdo também ocorreu nos resultados
do presente trabalho como efeito principal do treinamento fisico resistido de alta
intensidade, independentemente do tratamento com nandrolona no grupo TN quando
comparado com o NTN.

Além da pressdo arterial, os dados apresentados neste trabalho evidenciaram a
ocorréncia de efeitos deletérios causados pela nandrolona sobre a eletrofisiologia cardiaca.
A andlise eletrocardiogréfica revelou mudangas no padrio elétrico cardiaco representado
pelo prolongamento do intervalo QTc induzido pela nandrolona. Este prolongamento do
intervalo QTc pode ser causado por dois mecanismos. Primeiro, um aumento da atividade

vagal poderia prolongar o intervalo QTc e, segundo, a hipertrofia cardiaca poderia também
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prolongar o processo de repolarizagdo ventricular (Stolt et al., 1999). Poderiamos até
considerar a possibilidade de uma influéncia vagal no grupo TN, posto que sinais de
aumentada atividade vagal estdo presentes nos grupos TN e TV (como se verifica na figura
4D, por exemplo, pela bradicardia de repouso induzida pelo treinamento fisico). Todavia,
embora ambos os grupos treinados tenham apresentado bradicardia de repouso, o grupo TV
ndo apresentou prolongamento do intervalo QTc, eliminando entdo, a hipdtese de que o
prolongamento deste intervalo poderia estar relacionado a maior atividade vagal.

O prolongamento do intervalo QTc apenas nos grupos tratados com nandrolona
(NTN e TN), sugere que um retardo no processo de repolarizacdo ventricular causado pela
hipertrofia cardiaca patolégica observada no presente trabalho e em trabalho anterior
publicado por nosso grupo de pesquisa, usando o mesmo protocolo experimental (Tanno et
al., 2011), tenha sido a génese do prolongamento deste intervalo. O prolongamento deste
intervalo, mostrado no presente trabalho, estd de acordo com Maior et al. (2010), que
observaram prolongamento do QTc em usudrios de EAA, sugerindo a presenca de
anormalidades na repolarizacdo ventricular que poderiam potencializar o risco de arritmias
cardiacas e morte subita em atletas (Casavant et al., 2007).

Nossa hipdtese inicial foi que um aumento deste intervalo, caracterizando a
chamada sindrome do intervalo QT prolongado, por predispor a ocorréncia de arritmias e
morte subita, poderia estar relacionado a alteracdes no cronotropismo cardiaco. Por um
lado, esta hipdtese parece ndo ter uma relagdo tdo direta com alteracdes no cronotropismo
cardiaco em decorréncia dos resultados obtidos no presente trabalho, pois a nandrolona, por
st s, embora tenha promovido prolongamendo do intervalo QTc e aumento na populacdo
de adrenoceptores B no tecido atrial dos grupos NTN e TN, ndo promoveu qualquer
alteracio na frequéncia cardiaca de repouso dos animais destes mesmos grupos
experimentais. Por outro lado, nossa hipdtese inicial ndo pode ser descartada, pois o
aumento no cronotropismo que pode levar a morte subita é o aumento da frequéncia
cardiaca durante o exercicio e ndo em repouso. Logo, o fato de a nandrolona ndo ter
alterado a frequéncia cardiaca de repouso ndo exclui a possibilidade de que durante o
exercicio, no grupo treinado e tratado com nandrolona, a frequéncia cardiaca possa

aumentar além da normalidade. Para avaliar esta hipdtese seria necessario fazer registros
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durante o treinamento por meio de telemetria. O aumento na expressao dos adrenoceptores
B1 e P2 nos grupos tratados com nandrolona dé suporte a esta interpretacao.

Em estudo anterior conduzido em nosso laboratério, andlises de curvas
concentracdo-efeito a adrenalina e noradrenalina obtidas in vitro indicaram que o
treinamento fisico e o tratamento com decanoato de nandrolona, isoladamente, pareciam
induzir alteracdo na homogeneidade da populacdo de adrenoceptores beta no tecido atrial
(Tanno, 2007). Logo, para complementar aqueles resultados e identificar o tipo e grau de
alteracdo ocorrida nestes adrenoceptores, nossa proposta foi analisar a densidade de
adrenoceptores f; e B, no atrio direito cardiaco de ratos dos quatro grupos experimentais em
questao.

Os resultados apresentados no presente trabalho mostram que o tratamento com
nandrolona aumentou significativamente a densidade de adrenoceptores B; e B, no tecido
atrial dos grupos NTN e TN em relac@o aos respectivos grupos NTV e TV, sem alteracio
estatistica significativa no grupo TV em relacdo ao NTV.

Em principio imagindvamos que o treinamento fisico, por ser de alta
intensidade, estimularia a liberacdo de altas doses de catecolaminas, desencadeando
hipertrofia cardiaca que, por sua vez, ndo resultaria em maior eficiéncia do cora¢do. Como
resposta compensatéria a ndo ocorréncia de aumento de forga, o marcapasso cardiaco
desenvolveria supersensibilidade as catecolaminas e aumentaria a frequéncia cardiaca
frente a estimulo simpatico. Todavia, ndo foi isso que observamos ao final do periodo
experimental. O treinamento fisico resistido de alta intensidade ndo promoveu alteragdao
estatistica significativa na populag@o de adrenoceptores P; (22% de diminui¢do comparado
ao NTV) ou na populagdo de adrenoceptores P, (14% de diminuicdo comparado ao NTV)
no tecido atrial, mas parece ter sido capaz de reduzir o tOnus simpdtico nos animais
treinados, dada a bradicardia de repouso observada nas tultimas semanas do protocolo
experimental.

Diante dos mecanismos fisioldgicos de dessensibilizacdo e aumento da
sensibilidade a agonistas adrenérgicos descritos na literatura (Barros et al., 1999), os
resultados do presente trabalho sdo intrigantes, pois o aumento na populacio de

adrenoceptores B; (AR-B1) e B, (AR-B2) no tecido atrial de ratos tratados com nandrolona
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ndo resultou em aumento na frequéncia cardiaca basal in vivo. Ou seja, as alteracdes
ocorridas no nivel molecular nos grupos NTN e TN ndo refletiram no nivel funcional em
repouso. Uma hipoétese € de que o periodo de tratamento possa ter sido insuficiente para que
isso pudesse ocorrer. Todavia, a ndo alteragdo da resposta cronotrdpica in vivo nio exclui a
hipétese de que a maior expressdo de AR-B; e AR-B2 possam estar relacionadas a uma
maior resposta as catecolaminas durante o treinamento no grupo TN. Se isso ocorresse,
poderia compensar os efeitos negativos da nandrolona sobre a morfo-fisiologia cardiaca
durante a realizacdo da atividade fisica. Diante disso, este aumento significativo da
expressdo de AR-B; e AR-B, no 4trio direito de ratos nos sugere que o coragdo destes
animais provavelmente estava criando mecanismos na tentativa de compensar prejuizos
funcionais causados por hipertrofia cardiaca patoldgica induzida por nandrolona (Tanno et
al., 2011). Porém a metodologia utilizada no presente estudo ndo permite esclarecer esta
hipdtese. Para isso seria necessdria a aferi¢io da freqiiéncia cardiaca durante a realizagdo do
exercicio fisico, por exemplo pelo método de telemetria.

A ndo influéncia do aumento da expressdo de adrenoceptores atriais na
frequéncia cardiaca de repouso deve levar em conta que a andlise da pressao arterial foi
feita in vivo, logo, com modulag¢do do sistema nervoso simpético e parassimpatico sobre o
cronotropismo cardiaco. E também devemos levar em conta que o aumento da expressao de
adrenoceptores atriais, observado nos animais tratados com nandrolona, nio fez distin¢ao
entre receptores presentes na superficie e receptores internalizados no tecido.

Enfim, os motivos pelos quais esse aumento da populacdo de adrenoceptores
atriais nos grupos tratados com anabolizantes nao influenciou a frequéncia cardiaca in vivo
poderiam estar relacionados a varios eventos: seja devido a internalizacdo tempordria de
adrenoceptores (Biinemann et al., 1999), tornando-os inacessiveis para ativar seus ligantes,
ou devido a alteragdes no acoplamento dos adrenoceptores aos sistemas de segundos
mensageiros, ou mesmo devido a alteragdes nas estruturas destes receptores, o que reduziria
suas afinidades pelos seus agonistas (Barros et al., 1999). Todavia, os motivos reais pelos
quais a nandrolona ndo influenciou a frequéncia cardiaca de repouso, apesar de ter causado
aumento na populagao de adrenoceptores B, vio muito além do presente estudo e requerem

futuras investigagdes para serem entendidos. Inclusive, novas andlises da relagcdo

41



simpdtico/parassimpatico precisariam ser feitas para avaliar o grau de influéncia destes
sistemas sobre o cronotropismo cardiaco de ratos submetidos aos tratamentos realizados no
presente estudo. Também, registros da frequéncia cardiaca precisariam ser feitos em tempo
real, durante o treinamento, para avaliarmos o grau de influéncia do aumento da populagdo
dos adrenoceptores beta sobre o cronotropismo cardiaco de ratos tratados com nandrolona.
Em suma, o presente estudo demonstrou que o tratamento com nandrolona
causou hipertrofia cardiaca associada a re-expressdo de genes marcadores de hipertrofia
cardiaca patoldgica, causou elevacdo da pressdo arterial sistdlica dependente do tempo de
tratamento, promoveu prolongamento do intervalo QTc no eletrocardiograma e aumentou a
expressdo de AR-B; e AR-B; no atrio direito de ratos, o que parece representar uma resposta
compensatdria aos efeitos negativos da nandrolona sobre o coragdo, independente do

treinamento fisico resistido de alta intensidade.
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7. CONCLUSOES

1. O tratamento com alta dose do esterdide anabdlico androgénico decanoato de
nandrolona induziu hipertrofia cardiaca associada a alteracdes na expressao
de genes de proteinas contriteis e a re-expressao de genes de proteinas nio
contrdteis, indicando que, do ponto de vista molecular, a nandrolona € capaz

de induzir hipertrofia cardiaca patoldgica.

2. O tratamento com decanoato de nandrolona elevou a pressdo arterial sistolica
dependente do tempo de tratamento, induziu prolongamento do intervalo
QTc nas andlises eletrocardiogrificas e aumentou a populagdo de
adrenoceptores B1 e 2 no atrio direito de ratos nao treinados e treinados,
sugerindo ser, esta, uma resposta compensatdria aos efeitos negativos
produzidos pela nandrolona sobre o coracdo, independente do treinamento

fisico resistido de alta intensidade.
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ANEXO 2 - Cépia da primeira pagina do artigo cientifico publicado, referente aos resultados
obtidos nas andlises dos genes marcadores de hipertrofia cardiaca.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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Aims: This study was conducted to assess the isolated and combined effects of nandrolone and resistance
training on cardiac morphology, function, and mRNA expression of patholegical cardiac hypertrophy markers.
Main methods: Wistar rats were randomly divided into four groups and submitted to § weeks of treatment
with nandrolone and/or resistance training. Cardiac parameters were determined by echocardiography. Heart

Rfy"'f”’ﬂ55 was analyzed for collagen infiltration. Real-time RT-PCR was used to assess the pathological cardiac
gi:t:c hypertrophy hypertrophy markers.
Training Key j_‘indings: Both resistance training and nandrqlone i}'u:luced ca.rdiac hyper_traphy. Nandrolone increased the
Collagen cardiac collagen content, and reduced the cardiac index in nen-trained and trained groups, when compared with
Echocardiography the respective vehicle-treated groups. Nandrolone reduced the ratio of maximum early to late transmitral flow
Nandrolone velocity in non-trained and trained groups, when compared with the respective vehicle-treated groups.
Nandrolone reduced the alpha-miyosin heavy chain gene expression in both non-trained and trained groups,
when compared with the respective vehicle-treated groups. Training reduced the beta-myosin heavy chain gene
expression in the groups treated with vehicle and nandrolone. Only the association between training and
nandrolone increased the expression of the skeletal alpha-actin gene and atrial natriuretic peptide in the left
ventricle.
Significanee: This study indicated that nandrolone, whether associated with resistance training or not, induces
cardiac hypertrophy, which is associated with enhanced collagen content, re-expression of fetal genes the in left
ventricle, and impaired diastolic and systolic function.
© 2011 Elsevier Ine. All rights reserved.
Introduction is associated with detrimental side effects (Sullivan et al., 1 998). Several

researchers have observed that AAS may induce pathological left
ventricular hypertrophy (Pérssinen et al, 2000a; Nottin et al,, 2006),
with disproportionate extracellular collagen accumulation and intersti-

Anabolic androgenic steroids (AAS) comprise a group of drugs
commonly used among athletes, frequently in combination with

resistance training (Kuhn, 2002). Although the increase in musde
massand power induced by AAS (Bhasin etal,, 1996) is still questionable
(Parkinson and Evans, 2006), it has been well established that AAS abuse
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tal fibrosis (Nieminen et al, 1996; Palatini et al, 1996; Rocha et al.,
2007). On the other hand, some reports have shown no differences in
left ventricular morphofunction between AAS users and non-users
(Thompson et al, 1992; Pirssinen et al., 2000b). These conflicting data
may be related to the difficulty of finding athletes who admit the exact
pattern of AAS administration. Moreover, not only the type and regimen
of AAS administration, but the additional influence of dietary intake and
patterns and/or training intensity may have different effects on
individual subjects (Parkinson and Evans, 2006). Although there have
been conflicting results and uncertainty as regards the underlying
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