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"Seja vocé quem for, seja qual for a posigao social que
vocé tenha na vida, a mais alta ou a mais baixa, tenha
sempre como meta muita forca, muita determinacgéo e
sempre faga tudo com muito amor e com muita fé em
Deus, que um dia vocé chega la. De alguma maneira

vocé chega 14."

Ayrton Senna
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Resumo

Esteréides androgénicos anabolizantes (EAA) sao indicados clinicamente
para promover aumento da sintese protéica ap6s queimaduras, cirurgias,
radioterapia, no tratamento contraceptivo, no hipogonadismo, na osteoporose, na
sarcopenia relacionada a idade e a pacientes portadores de HIV. Por outro lado, o
uso indiscriminado dos EAA, com intuito de aumentar o desenvolvimento
muscular, o0 desempenho fisico, a capacidade aerdbia, a tolerancia ao treinamento
de alta intensidade e até mesmo para fins estéticos, é crescente entre atletas e
esportistas recreacionais. O uso abusivo de EAA esta relacionado a toxicidade
cardiaca e hepatica em consequéncia do aumento do estresse oxidativo. Por outro
lado, estudos apontam a melatonina como substancia com significativa acao
antioxidante, apresentando efeitos benéficos no tratamento de doengas cardiacas.
Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da melatonina sobre
biomarcadores do estresse oxidativo e parametros cardiovasculares e hepaticos
em ratos adultos sedentarios ou treinados com natagcdo e tratados com
estanozolol. Os ratos foram distribuidos nos seguintes grupos: sedentario (S),
sedentario+estanozolol (SE), sedentario+estanozolol+melatonina (SEM), treinado
(T), treinado+estanozolol (TE) e treinado+estanozolol+melatonina (TEM).
Realizou-se avaliacdo eletrocardiografica no inicio e ao final do periodo
experimental (6 semanas), sendo, entdo, determinada a pressao arterial, atividade
de enzimas antioxidantes e da fosfatase alcalina e histologia do coracdo e do
figado. Os resultados mostraram que o estanozolol provocou bradicardia, queda
do peso relativo do figado e aumento da atividade das enzimas superdxido
dismutase cardiaca e hepética, catalase cardiaca e fostatase alcalina hepatica.
Quando associado ao treinamento, estanozolol aumentou a presséo arterial
sistélica e diastdlica, o peso relativo do coracdo, desviou o eixo elétrico cardiaco
para esquerda e provocou alteracbes hepatotdxicas. A administracido da
melatonina nos ratos tratados com EST, por sua vez, impediu 0 aumento da
presséo arterial sistolica e diastélica e da atividade das enzimas catalase cardiaca,
fostatase alcalina hepatica além de impedir o desvio do eixo elétrico cardiaco

causado pela hipertrofia ventricular esquerda induzida pelo estanozolol. Além
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disso, melatonina reduziu as alteracbes nos hepatédcitos induzidas pelo
estanozolol. Concluimos que, em nossas condi¢cdes experimentais, a melatonina
atenuou os efeitos adversos ao sistema cardiovascular e ao figado causados pelo
uso de doses suprafisioldégicas de estanozolol.

Palavras-Chave: Estanozolol, Melatonina, Natagdo, Estresse Oxidativo,
Eletrocardiograma, Pressao Arterial.
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Abstract

Anabolic androgenic steroids (AAS) are nominated for clinical use to promote
protein synthesis after burns, surgery, radiotherapy, on contraceptive treatment,
osteoporosis, hypogonadism, age-related sarcopenia and HIV patients. However,
the indiscriminate use of ASS aiming to stimulate muscular development, physical
performance, aerobic capacity, tolerance to high-intensity training and with
aesthetic purpose is increasing among athletes and recreational sportsmen. The
abusive use of ASS is related to oxidative stress-induced cardiac and hepatic
toxicity. Nonetheless, many studies point to melatonin as a substance with
antioxidant properties, with beneficial effects on cardiovascular diseases treatment.
The purpose of this study was to assess melatonin’s effects on oxidative stress
biomarkers, cardiovascular and liver parameters in stanozolol-treated trained rats.
Rats were divided into the following groups: sedentary (S), sedentary+stanozolol
(SS), sedentary+stanozolol+melatonin (SSM), trained (T), trained+stanozolol (TS)
and trained+stanozolol+melatonin (TSM). Electrocardiography assessment were
performed at the beginning and at the end of experimental period, and then, blood
pressure, antioxidant enzymes and phosphatase alkaline activities, heart and liver
histology were determined. Stanozolol induced bradycardia, relative liver weight
decreased and increased cardiac and liver superoxide dismutase, cardiac catalase
and liver phosphatase alkaline activities. Stanazolol plus training induced
increased systolic and diastolic blood pressure, relative heart weight, left cardiac
axis deviation and toxic liver damage. Melatonin induced decreased systolic and
diastolic blood pressure, cardiac catalase and liver phosphatase alkaline activities,
and prevented stanazolol-induced left cardiac axis deviation. Furthermore,
melatonin decreased stanozolol-induced liver damage. In conclusion, under our
experimental conditions, the side effects of supraphysiology doses of stanozolol on

liver and cardiovascular system are mitigated by melatonin.

Keywords: Stanozolol, Melatonin, Swimming, Oxidative Stress,
Electrocardiogram, Blood Pressure.
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1. Introducao

1a.Esteroides Anabdlicos Androgénicos: aspectos gerais
Esterdides anabdlico-androgénicos (EAA) sdo uma familia de hormdnios que

incluem a testosterona (horménio sexual masculino) e seus derivados sintéticos,
0s quais possuem tanto efeitos anabdlicos quanto androgénicos. Assim,
estimulam o crescimento muscular e a fungdo do sistema reprodutor masculino
através das suas propriedades farmacocinéticas, biodisponibilidade e balanco
entre suas atividades androgénicas e anabdlicas (BATES et al., 1987; MARQUES,
et al., 2003; KANAYAMA, HUDSON & POPE, 2008).

As acbes da testosterona sao resultados da combinacdo de diversos
mecanismos. Primeiramente, ela liga-se ao seu receptor (receptor androgénico)
para exercer sua atividade androgénica e anabdlica. Segundo, ela pode também,
ser reduzida pela enzima 5 o-redutase a 5 a-dehidrotestosterona (DHT), a qual
atua em receptores androgénicos presentes em determinados tecidos alvo,
incluindo o trato urogenital, pele, figado, glandulas sebaceas, cérebro e coracao.
Desse modo, o uso de doses suprafisiolégicas de esterdides anabolizantes, afeta
ndo somente a atividade muscular esquelética como também a de diversos
sistemas e érgaos. Além disso, a testosterona pode ser aromatizada a estradiol no
tecido adiposo, 6sseo e no cérebro e, assim, exercer atividade estrogénica,
podendo levar, por exemplo, a um quadro de ginecomastia (crescimento de tecido
mamario em homens). Essas duas ultimas acdes sdo altamente indesejaveis para
usuarios de substancias anabdlicas, uma vez que a reducédo da testosterona a
DHT diminui a razdo anabdlico/androgénica do esterdide, além de poder levar a
feminilizacdo (AMORY & BREMNER, 2000; KHUN, 2002; EVANS, 2004).

O efeito anabdlico dos EAA é mediado, pelos receptores androgénicos no
musculo esquelético. Acreditava-se que o0s receptores androgénicos estariam
saturados em niveis fisioldégicos de testosterona e que o fornecimento de um
suplemento exdégeno desse horménio ndo traria nenhum beneficio adicional.
Porém, estudos recentes demonstraram que o0 numero de receptores
androgénicos pode ser aumentado pela exposicao ao EAA e/ou pelo treinamento
de forga (SINHA-HIKIM et al., 2004; BARRY et al., 2009). Isso sugere um provavel
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mecanismo pelo qual doses suprafisiolégicas de EAA e exercicio podem
complementar um ao outro (DOUMIT, COOK & MERCKEL, 1996; EVANS, 2004).
Além disso, EAA competem pelos receptores de glicocorticoesterdides, causando
um efeito anti-catabdlico por bloquear a diminuicdo da sintese protéica causada
pelos glicocorticoesterdides durante treinos de alta intensidade (MARAVELIAS et
al., 2005; KHUN, 2002; KICMAN, 2008).

Enquanto os esterdides enddgenos sdo essenciais para as fungdes
homeostaticas do organismo, os esterdides exdgenos podem ser usados para
aumentar a massa muscular através de processos de hipertrofia e hiperplasia
celular, reduzir a gordura corpérea, aumentar a retencdo de nitrogénio muscular,
normalizar a funcdo sexual, no tratamento da endometriose, cancer de mama,
osteoporose, na distrofia muscular, além de aliviar sintomas da depressdo e
reduzir efeitos decorrentes de hipogonadismo, condicdo patolégica em que a
producédo de testosterona encontra-se reduzida (FALANGA et al., 1998; LISE, et
al., 1999; FRIEDL, 2000). S&o esterdides exdgenos: cipionato de testosterona,
enantoato de testosterona, propionato de testosterona, metandrostenolona,
oxandrolona e estanozolol, entre outros (KHUN, 2002).

A atividade anabdlica da Testosterona € primeiramente manifestada em sua
acao miotrofica, resultando em aumento da for¢ca e da massa muscular. Tal fato,
em conjunto com os efeitos estimulatérios dos andrégenos no sistema nervoso
central (SNC), traz um sentimento de euforia e aumento da agressividade, levando
a um grande aumento do uso dos EAA por atletas de todos os niveis, assim como
por esportistas recreacionais, com objetivo de melhorar o desempenho em
competicoes ou simplesmente com propdsitos estéticos. (MARAVELIAS et al.,
2005).

Dessa forma, alguns atletas que praticam esportes anaerdbios, como
fisiculturistas, por exemplo, fazem uso de esteréides para aumentar a massa
muscular e reduzir a gordura corpérea. Similarmente, outros competidores de
levantamento de peso utilizam EAA para aumentar a massa muscular e estimular
o sistema nervoso, permitindo, assim, ndo sé o aumento do nivel de forca como o
desenvolvimento de poténcia de arranque (explosdo) muscular. Atletas de
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endurance utilizam esterdides sintéticos para impedir a redugdo dos esterdides
enddgenos consequente ao treinamento intenso, proporcionando, assim, um efeito
protetor anti-catabdlico (ELASHOFF et al., 1991; BAUME et al., 2006).

Em relagdo aos efeitos ergogénicos dos EAA nos esportes de resisténcia,
Tamaki et al. (2001), observaram aumento na concentragao de noradrenalina no
hipotadlamo dos ratos tratados com EAA, sugerindo que esse estado
“hiperadrenérgico” poderia resultar em aumento do débito cardiaco, redugédo da
resisténcia vascular periférica e em aumento do fluxo sanguineo, contribuindo,

assim, para o aumento da resisténcia aerébia observada nesses animais.

Entretanto, a presenca dos esterdides em altas concentracdes no organismo
pode ter como consequéncia efeitos indesejaveis (LAMB, WEGEL & MARCELLI,
2001; KHUN, 2002; MARQUES et al. 2003; MARAVELIAS et al., 2005; KICMAN,
2008), tais como:

1. Feedback negativo para os horménios gonadotroficos hipotalamicos e
consequente reducdo da producdo de testosterona e espermatozdéide
devido a atrofia gonadal;

2. Acne, devido a estimulacao das glandulas sebaceas da pele;
3. Distribuicao de pélos segundo padrao masculino;

4. Comportamento agressivo, devido a excitagdo do sistema nervoso

central;
5. Arritmias cardiacas;

Nas mulheres, o0s esterbides anabolizantes provocam alteracoes
significativas, tais como alteracdo do timbre da voz, hipertrofia do clitéris,
irregularidade menstrual, redugdo da gordura corporal, aumento de pélo facial,
aumento da libido, comportamento agressivo e aumento do apetite. Algumas
dessas alteragbes sdo irreversiveis, tais como hipertrofia clitoriana e voz grave,
enquanto que alteragbes menstruais, acne e lipideos plasmaticos podem ser
reversiveis (LISE et al., 1999; GRUBER & POPE, 2000; MARAVELIAS et al.,
2005).
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1b.Esterdides Anabdlicos Androgénicos e Coracao
Apesar dos efeitos positivos dos EAA na melhoria do desempenho fisico,

varios estudos demonstram que doses suprafisiolégicas de EAA aumentam o risco
de doengas cardiovasculares, como arritmias, elevacdo da pressado arterial,
alteracdo nas concentragdes de lipideos plasmaticos (aumento da concentragéo
de colesterol total e LDL, reducgao na concentragao de HDL), redugao do tempo de
coagulacao sanguinea, policitemia, isquemia cardiaca, trombose, infarto do
miocérdio, hipertrofia ventricular esquerda e insuficiéncia cardiaca (SULLIVAN et
al., 1998; LISE et al., 1999; TAKAHASHI et al., 2004; BEUTEL, BERGAMASCHI &
CAMPOQOS, 2005; CHAVES et al, 2006).

Estudos relacionam, ainda, o uso de esterdides anabolizantes com disturbios
na conducgdo de impulsos elétricos cardiacos, apoptose miocardica e ocorréncia
de morte subita (FINESCHI et al., 2001 apud MELCHERT; WELDER, 1995;
ZAUGG et al., 2001; URHAUSEN et al., 2004; KIERZKOWSKA et al., 2005; DU
TOIT et al., 2005; KHUN, 2002; MARAVELIAS et al., 2005; LUNZ et al., 2006;
PAYNE, KOTWINSKI & MONTGOMERY, 2004; EVANS, 2004; PEREIRA-JUNIOR
et al., 2006; FINESCHI et al., 2007). Além disso, os esterdides parecem estar
envolvidos na regulacgéo fina da responsividade vascular a diferentes substancias
vasoconstritoras e vasodilatadoras, evidenciando o importante efeito deletério dos
EAA sobre a funcéo cardiovascular em oposicao aos efeitos benéficos da terapia
hormonal substitutiva (SILVA et al., 2002).

Um estudo feito por Doumit, Cook & Merckel. (1996), verificou que, a
administragdo cronica de testosterona aumenta a resposta maxima vascular ao
KCl e as prostaglandinas, enquanto que a nandrolona promove inibicado da
resposta vasodilatadora endotélio-dependente devido a inibicdo ou down-
regulation do receptor relacionado a guanilil-ciclase. Por outro lado, a testosterona
promove relaxamento de anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina e atenua a
resposta contratil subsequente a fenilefrina.

Quando combinado ao exercicio, 0 uso prolongado de EAA tem mostrado
uma mudanca da hipertrofia cardiaca fisiolégica para uma hipertrofia cardiaca
patologica (ZAUGG, 2001).
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Acredita-se que a hipertrofia cardiaca induzida pelo exercicio ocorra devido
ao aumento da pré-carga (enchimento diastélico) do coracdo (DU TOIT et al.,
2005), enquanto que o mecanismo exato da hipertrofia cardiaca induzida pelos
EAA, ndo esta totalmente esclarecido. Aléem disso, esse mesmo estudo mostra
que essa hipertrofia ndo foi necessariamente acompanhada por aumento da
eficiéncia cardiaca uma vez que houve queda de funcdo mecanica cardiaca em
ratos tratados com doses suprafisioldgicas de EAA e submetidos ao exercicio de
natacao.

Estanozolol (EST) é um éster da testosterona [17- beta-hidréxi-17-alfa—
metilandrostano (3,2-C) pirazol] que possui um grande potencial anabdlico e uma
degradacao hepatica mais lenta do que o horménio masculino natural. (CLARCK
et al.,, 1998; PEY et al., 2003).

O EST é utilizado na medicina no tratamento auxiliar de varias doencas,
como na endometriose, no estimulo da eritropoiese em algumas anemias, na
aceleracao da cicatrizacdo em grandes traumas ou cirurgias, na sarcopenia em
pacientes com HIV e na terapia do hipogonadismo masculino. Atletas também
utilizam o EST, em altas doses, com objetivo de melhorar a desempenho fisico
(FALANGA et al., 1998; BEUTEL, BERGAMASCHI & CAMPQOS, 2005).

O efeito do medicamento se manifesta com aumento do apetite e da massa
magra corporea e significativa melhora do metabolismo protéico. O EST & pouco
androgénico e possui acentuada acdo anabdlica, podendo, porém, promover
atrofia testicular e retencao hidrica, elevando assim a pressao arterial (BAUME et
al., 2006 apud BROEDER 2003; HARTGENS et al., 2004). O extenso metabolismo
dos EAA orais leva a hepatoxicidade importante.

A administracdo de esterdides exdgenos diminui a secrecdo de esterdides
enddégenos por um mecanismo de retroalimentagdo negativa (MARQUES et al.,
2003 apud HAYNES JR. & MURAD, 1987). Estudos comprovam que a
metandienona (um anabolizante sintético) leva a diminuicdo da excrecdo de
esterdides enddégenos (MARQUES et al., 2003 apud MARECK et al., 1998). Aléem
disso, este esterdide possui alto grau de hepatoxidade sendo muito utilizado por

apresentar pouca aromatizacao (conversdo de um horménio andrégeno em um
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estrogeno) e pode causar perdas acentuadas de forca e volume muscular
imediatamente apds a interrupgao do seu uso (KHUN, 2002).

A ictericia decorrente do uso dos EAA deve-se a estase e acumulo da bile
em porgdes centrais dos ldbulos hepaticos, sem obstrugdo dos ductos maiores.
Por outro lado, tem sido relatado possibilidade ocorréncia somente apds 2 a 5
meses de tratamento (LISE et al., 1999). Em um estudo de caso feito por Yoshida
et al. (1994), foi observado que um individuo apresentou sintomas de ictericia
colestéatica apds 4 semanas de uso do EST.

Estudos demonstram que, ao contrario da grande maioria dos EAA, o EST
parece diminuir o nivel de agressividade de seus usuarios (MCGINNIS et al.,
2001; MCGINNIS et al., 2002; CUNNINGHAM & MCGINNIS, 2007). Alteragdes de
humor ocasionadas pelo uso dessas substéncias podem ser muito prejudiciais,

principalmente, em adolescentes.

A consisténcia desses efeitos argumenta fortemente quanto a necessidade
de rigidos critérios para a utilizagdo clinica dos esterdides anabolizantes e da total

contra-indicagdo como recurso meramente anabdlico ou estético.

1c.Exercicio e Estresse Oxidativo
As células de organismos aerdbios obtém a energia necessaria para sua

atividade biolégica a partir da oxidacao de substratos metabdlicos, tais como
carboidratos, gorduras e proteinas, usando o O, como aceptor final de elétrons,
sendo que esse processo catabodlico pode gerar radicais livres (RLs) e espécies
reativas de oxigénio (EROs), tais como anion superéxido (O»*), radical hidroxila
(*OH) e peroéxido de hidrogénio (H20,).

Radicais Livres sdo espécies atdmicas ou moleculares altamente reativas
que contém um elétron ndo-pareado, o que contribui para sua alta reatividade.
RLs reagem rapidamente com a molécula estavel mais proxima, capturando o
elétron necessério para que a molécula ganhe estabilidade estrutural quimica. A
molécula “atacada” perde um de seus elétrons, se tornando um radical livre. Os

RLs podem lesar componentes celulares vitais, como &cidos nucléicos,
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membranas celulares e mitocéndria, resultando em morte celular (BUONOCORE
& GROENENDAAL, 2007). Como todos os organismos aerobios utilizam oxigénio
durante a respiragéo celular, a geracao dos RLs por reagdes celulares bioquimicas
a pela cadeia de transporte de elétrons (CTE) mitocondrial é inevitavel.

Em condigbes fisioldégicas, a maioria das EROs é produzida na CTE
mitocondrial, uma vez que, 90% do consumo de O pelo nosso organismo ocorre
na mitocondria (JI, 1999). No repouso, para cada 25 moléculas de O, reduzidas a
agua pela respiragao mitocondrial, ocorre uma redugao incompleta de O, gerando
EROs (MORAN et al., 2004 apud MCCORD 1979).

No entanto, as EROs também sao produzidas pelas células em outras vias
bioquimicas, por exemplo, durante o metabolismo dos neutréfilos para fagocitar
bactérias, virus e outros xenobidticos (substdncias estranhas ao organismo)
(LEEUWENBURGH & HEINECKE, 2001). Além disso, a producao de H»O, pode
ser aumentada substancialmente quando ha grande quantidade de gordura sendo
metabolizada pela B-oxidagdo. Existem, ainda, outras vias de transferéncia de
elétron, que na presenca de oxigénio pode aumentar em muito a producdo de O,*
e H>O, como, por exemplo, a oxidacdo de D-aminoéacidos, ativacdo do citocromo
P4s0, @ degradacao da xantina a acido urico e a autoxidacdo das catecolaminas
(JI, 1999).

As espécies reativas podem também ser derivadas do Nitrogénio. A 6xido
nitrico sintase catalisa a sintese da espécie radicalar éxido nitrico (NO) na
conversao de arginina a citrulina (BUONOCORE & GROENENDAAL, 2007). O
NO, por si s6, ndo reage com a maioria das membranas celulares, porém se torna
toxico quando é convertido em uma espécie reativa de nitrogénio (ERNs). As
ERNs agem facilitando reacbes de nitrosilagdo. A mais rapida reacdo de
nitrosilagdo conhecida para o NO é a combinagdo desta molécula com um anion
superéxido formando peroxinitrito (ONOQ?), um potente agente oxidante, que em
pH fisiologico € rapidamente protonado a &acido perdéxinitroso, causando dano
direto as proteinas, lipideos e DNA.

EROs e ERNs sao, portanto, produtos do metabolismo celular fisioldgico,
possuindo um duplo papel, podendo ser nocivo ou benéfico para o organismo. Um
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grande numero de fungdes fisioldgicas é controlado por essas moléculas, incluindo
a regulacao do ténus vascular, defesa contra microorganismos invasores e células
nocivas, monitoramento da tensdo de oxigénio no controle da ventilacdo e na
producgéo de eritropoetina, e atuando como mediador € modulador de sinalizagédo
molecular (ASCENSAQ et al., 2007; BUONOCORE & GROENENDAAL, 2007).

Para se protegerem do papel nocivo das EROs, os organismos aerdbios
desenvolveram um complexo sistema de defesa antioxidante, que inclui um
mecanismo enzimatico e outro mecanismo n&o-enzimatico de defesa. A producéo
de EROs e o sistema de defesa antioxidante devem estar em perfeito equilibrio
para evitar um desequilibrio na relacdo formacao/eliminacdo de EROs. As
principais enzimas envolvidas na eliminagdo das EROs sdo a superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). Além do
sistema antioxidante enzimatico, existem antioxidantes nao-enzimaticos, que
neutralizam as EROs devido a capacidade de doar elétron as espécies reativas de
oxigénio. Os mais conhecidos antioxidantes n&o-enzimaticos séo: vitamina E (a-
tocoferol), vitamina C (ascorbato), glutationa (GSH), B-caroteno e melatonina
(TOMAS-ZAPICO & COTO-MONTES, 2005; QIAO, HOU & LIU 2008).

A superdxido dismutase, primeira linha de defesa contra radicais livres
derivados do oxigénio, catalisa a dismutagdo do anion superdéxido em peréxido de
hidrogénio. Este (H>O2) pode ser transformado em H>O e O, pela catalase que
esta presente nos peroxissomos das células eucaribticas. O sistema antioxidante
dependente da glutationa consiste em glutationa reduzida (GSH) e outras enzimas
fundamentais na defesa celular contra radicais livres e outras espécies oxidativas.
Dessas enzimas, a glutationa peroxidase é uma selenoproteina que reduz
hidroperoxidos, assim como o H>O. enquanto oxida a glutationa. Um grande
namero de xenobidticos eletrofilicos téxicos (como alguns carcinogénicos,
bromobenzeno, clorobenzeno) estd conjugado ao grupo nucleofilico da glutationa
pela glutationa S-tranferase (GSTs) presente em grandes quantidades no citosol
das células. A GST, assim como a GPx, pode também catalisar reag6es reduzindo
peréxidos. A reducdo da glutationa oxidada (GSSG) a GSH é mediada pela
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enzima GSSG redutase (GRD), que usa NADPH como o agente redutor (GUL, et
al. 2006; POWERS & SEN, 2000).

O desequilibrio entre a producao de RLs e sua eliminagdo € denominado
Estresse Oxidativo (EO) e Estresse Nitroativo. O EO pode causar lesao tecidual e
tem sido relacionado a um grande numero de doencas crénico-degenerativas
(BUONOCORE & GROENENDAAL, 2007).

A conversdo do oxigénio, durante o metabolismo normal, aos subprodutos
peroxido de hidrogénio, superéxido e radical hidroxila ocorre por adigao sucessiva
de elétrons ao oxigénio. Posto que o exercicio aumenta a taxa de consumo de
oxigénio pelos tecidos e pelo organismo como um todo, tem sido sugerido que o
exercicio fisico pode causar aumento do EO e lesédo tecidual (LIU et al., 2000).

No musculo, as mitocdndrias sdo uma das fontes de espécies reativas, como
0 anion superéxido (02*), o perdxido de hidrogénio (H-O.) e possivelmente o
radical hidroxila (*OH). A descoberta de que a mitocéndria produz 6xido nitrico
(NO®), aumenta as evidéncias de que o exercicio fisico poderia elevar o EO
através da ativagcdo mitocondrial durante o exercicio. Além disso, neutréfilos
podem infiltrar-se nos musculos esqueléticos apds exercicios excéntricos ou muito
intensos, aumentando o dano celular por EO (LEEUWENBURGH & HEINECKE,
2001).

Um efeito favoravel da atividade fisica regular poderia ser a modificacdo da
relagdo pro-oxidante/antioxidante, aumentando a atividade antioxidante enddégena
e diminuindo o estresse oxidativo. Por outro lado, atividade fisica aguda aumenta
o consumo de O, e a producdo de radicais livres, 0 que poderia aumentar o
estresse oxidativo (ELOSUA et al., 2003).

Varios estudos tém mostrado uma relagédo direta entre o exercicio fisico e o
aumento do EO (LIU et al., 2000; NAKAO et al., 2000; PINHO et al., 2006;
GOMEZ-CABRERA et al., 2006; KNEZ et al., 2007). Um estudo realizado por Ji
(1999) mostrou que o exercicio de alta intensidade pode causar aumento na
producdo de RLs nos musculos esquelético e no musculo cardiaco. Porém, Liu et
al. (2000) ndo observaram aumento estatisticamente significativo do EO em
coracoes de animais exercitados quando comparados aos animais controle.
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O coracao, assim como outros tecidos, possui um sistema enzimatico e nao-
enzimatico para neutralizar as EROs. Porém, o musculo cardiaco pode ser
especialmente vulneravel ao EO por possuir um alto consumo de oxigénio e por
estar em atividade continua. Além disso, o sistema antioxidante cardiaco nao é
muito eficiente se comparado a alguns musculos esqueléticos. (MORAN et al.,
2004 apud LEEUWENBURGH, 1999; ASCENSAO et al., 2003).

1d.Esterdides Anabdlicos Androgénicos e Estresse Oxidativo
J& que o tratamento prolongado com o esterdide anabolizante estanozolol

provoca disfun¢cdo nos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial e no sistema
monooxigenase, seria provavel que essas alteracées fossem acompanhadas por
aumento na geracao de EROs (PEY et al., 2003). Esse tipo de risco deveria ser
acentuado durante a realizacdo de exercicios concomitantemente ao tratamento
com EAA.

Um estudo feito por Pansarasa et al. (2002), verificou aumento de
biomarcadores de EO em musculos esqueléticos de ratos sedentarios tratados
com EAA. Ainda, nesse mesmo estudo, os autores verificaram que os ratos
treinados e tratados com EAA tiveram uma pequena adaptacdo mitocondrial
positiva que nao poderia ser explicada pelos efeitos isolados do treinamento ou do
tratamento com EAA.

Em outro estudo, feito especificamente com estanozolol, Pey et al. (2003)
demonstraram aumento da peroxidacao lipidica hepatica em ratos tratados
(treinados ou nao) com EST e da atividade de algumas enzimas antioxidantes
(SOD, CAT e GPx), indicando aumento do EO hepatico. Os autores nao
encontraram, porém, aumento de biomarcadores de peroxidacao lipidica (TBARS)
no plasma, musculo esquelético ou cardiaco.

Além disso, Lunz et al. (2006), ndo observaram alteracdo na expressao da
heat shock protein (HSP) 72 (proteinas associadas ao estresse celular) em

coracOes de ratos exercitados e tratados com EAA.
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1e.Melatonina
A melatonina (MEL) vem despertando grande interesse da pesquisa

cientifica devido aos seus efeitos clinicos no sistema cardiovascular (Simko &
Paulis 2007). Entretanto, os resultados obtidos em modelos com diferentes niveis
analiticos (diferenca entre espécies de animais, dosagem, concentracéo, etc.) sdo
um tanto quanto controversos e 0s mecanismos pelos quais a MEL atua sobre o
sistema cardiovascular ainda nao estdo completamente entendidos.

A MEL (N-acetil-5-metoxitriptamina) € a principal substancia secretada pela
glandula pineal. Em humanos, a agdo da MEL est4 fortemente associada com o
ciclo claro/escuro como, por exemplo, a consolidacdo do sono, regulacédo do ritmo
circadiano e da temperatura corporal (TOMAS-ZAPICO & COTO-MONTES, 2005;
BERRA & RIZZO, 2009).

Além da pineal, a melatonina também pode ser secretada em menor
quantidade pela retina, trato gastrointestinal e em resposta a quantidade e ao tipo
de alimento que ingerimos (TEIXEIRA, 2003).

Esse neurohorménio € secretado na fase de auséncia de luz e € o
sinalizador biol6gico do escuro (ou seja, quando a pineal libera MEL, informa ao
organismo que estd escuro) e como tal estd obviamente correlacionado com o
sono em espécies de atividade diurna, como a humana. Entretanto, devido ao fato
da secrecdo de MEL ocorrer a noite tanto em animais de atividade diurna (que
dormem a noite) quanto em animais de atividade noturna (que dormem de dia), é
pouco plausivel que haja relacdo causal direta entre o sono e a melatonina. De
fato, a MEL pode levar a uma propensao ao sono (sonoléncia), mas nao o induz
diretamente (MARKUS, JUNIOR & FERREIRA, 2003).

A MEL é um produto do metabolismo do triptofano e possui natureza tanto
lipofilica quanto hidrofilica, o que contribui significativamente para sua passagem
através das biomembranas (sem que seja necessaria a ligagdo com algum
receptor especifico), podendo, assim, exercer sua agao em estruturas citosélicas
ou nucleares (DOBSAK et al., 2003, BERRA & RIZZO, 2009). A MEL age,
também, através de dois subtipos diferentes de receptores de proteina-G: MT1 e
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MT2 e ainda via um receptor de membrana chamado quinona oxidoredutase 2
(MT3) (TAMURA et al., 2006).

Além disso, a MEL pode modular a transmiss&o de sinais calcio dependentes
devido a sua fixacdo a calmodulina e assim influenciar no sistema da adenilil-
ciclase e fosfodiesterase (DOBSAK et al., 2003). Essa ligagdo da MEL com a
calmodulina pode, também, ser um mecanismo molecular pelo qual a MEL inibe a
formacao de isoformas da enzima o6xido nitrico sintase (TAMURA et al., 2006). A
MEL pode ainda, modular diretamente os canais de calcio voltagem-dependente
no coragdo e isso poderia influenciar a fisiologia do mesmo (DOBSAK et al.,
2003). Em estudo recente, Hussain (2007), demonstrou que a administracao de
MEL inibe a absorgcdo de colesterol e poderia ser um auxiliar no tratamento da
hipercolesterolemia, por diminuir o colesterol plasméatico, o perfil lipoprotéico e o
conteudo lipidico do figado.

Com respeito ao sistema vascular, tem sido demonstrado que a MEL
interfere na contratilidade vascular agindo diretamente sobre a musculatura
vascular lisa ou indiretamente, potencializando a vasoconstricdo disparada pela
estimulacao adrenérgica, nos receptores a-1 ou receptores serotoninérgicos
(REITER et al., 2003 apud REITER, 1998).

Além de todas essas fungdes, a MEL, segundo alguns estudos, atua também
no tratamento do céncer, pois estimula a atividade anti-mitética do sistema imune,
participa da regulacédo da fisiologia gastrintestinal, da fungcéo cardiovascular, da
funcéo renal, da fungao reprodutora e da fisiologia 6ssea além de possuir funcoes
antiinflamatérias (REITER et al., 2003; JARZYNKA et al., 2006).

Assim, desde 1993, quando foi descoberta a funcédo antioxidante da MEL, o
interesse em seu uso clinico vem crescendo significativamente. Em alguns casos,
a eficacia da MEL como antioxidante supera a da GSH e da vitamina E (TOMAS-
ZAPICO & COTO-MONTES, 2005).

Segundo Reiter et al. (2003), a acao antioxidante da MEL parece agir por
diferentes vias:

1. Como neutralizador direto de RL;
2. Como antioxidante indireto via estimulagdo de enzimas antioxidantes;

25



3. Aumentando a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa mitocondrial e
reduzindo o vazamento de elétrons (diminuindo, com isso, a geracao
de RLs);

4. Aumentando a eficiéncia de outros antioxidantes;

Segundo Tengattini et al. 2008, a virtual auséncia de toxicidade da MEL
possibilita seu uso em longo prazo.

Entretanto, existem alguns efeitos colaterais decorrentes da administracao
da MEL, como dor de cabeca, tontura, nausea e sonoléncia. Além disso, o0 uso da
MEL exbgena parece ser segura em tratamentos de curto prazo (até 3 meses),
mas ha pouca informacao disponivel sobre seu uso em longo prazo (BERRA &
RI1ZZO, 2009). Anisimov (2003), em sua revisdo sobre os efeitos da MEL exdgena,
traz conclusdes opostas a maioria dos autores estudados e alerta para outros
possiveis efeitos adversos do uso da MEL exdgena: infertilidade, hipotermia, lesao
na retina, diminuicao da libido em homens, hipertensao arterial, diabetes, tumores
cancerigenos e indugdo ao aumento da depressao em individuos suscetiveis.
Ainda, segundo o autor, a MEL pode ser perigosa para individuos com fatores de
riscos cardiacos e nado deve ser administrada em pessoas com desordens do
sistema imune (incluindo alergias severas, atrite reumatoide, linfoma), doenca

mental severa, ou pessoas que utilizam horménios esteroides.
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2. Objetivos

Considerando-se o uso frequente de esterdides anabolizantes por atletas,
com fins competitivos e por individuos ndo-atletas, com fins estéticos, bem como
os efeitos da melatonina no sistema cardiovascular, este trabalho teve por

objetivo:

2a.0bjetivo Geral
Determinar o efeito do esterdide anabdlico estanozolol sobre parametros

cardiovasculares e hepaticos em ratos Wistar adultos sedentarios e submetidos ao
treinamento fisico de natacéao;
Avaliar 0 uso da melatonina como substancia antioxidante em ratos tratados

com estanozolol, submetidos ou ndo ao treinamento fisico de natagao;

2b.Objetivos Especificos
Avaliar o efeito do estanozolol e do tratamento com melatonina sobre os

seguintes parametros dos grupos experimentais:
1. Peso relativo de 6rgaos e tecidos;

Atividade elétrica cardiaca;

Pressao Arterial;

Histologia hepatica e cardiaca;

o &~ 0D

Atividade de enzimas antioxidantes;
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3. Metodologia

3a.Animais
Foram utilizados 30 ratos Wistar adultos (aproximadamente 10 semanas de

vida e 300g), provenientes do Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas, no Biotério do setor de Fisiologia e Biofisica do
Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia e Biofisica da UNICAMP,
recebendo agua e racado “ad libitum” (racdo soélida, Purina Nutrientes Ltda) em
ambiente com temperatura em torno de 22 + 2° C e ciclo claro/escuro de 12 horas.
O Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Unicamp aprovou o protocolo

experimental sob 0 numero 1649-1.

3b.Grupos Experimentais
Apos periodo de adaptacdo de sete dias, os animais foram distribuidos

aleatoriamente em seis grupos experimentais com cinco ratos em cada grupo:

a) Ratos controles sedentarios — Grupo S;

O

Ratos sedentarios + Estanozolol — Grupo SE;

o O

)
)
) Ratos sedentarios + Estanozolol + Melatonina — Grupo SEM;
) Ratos Treinados com natacao — Grupo T;

)

)

Ratos Treinados com natacao + Estanozolol — Grupo TE;

—h

) Ratos Treinados + Estanozolol + Melatonina — Grupo TEM;

3c.Treinamento de Natacao
Os grupos de animais treinados foram submetidos a um protocolo de

natacdo, adaptado de Radak et al. (2006). Os grupos exercitados realizaram
exercicio de natagado cinco vezes por semana durante seis semanas, em tanque
de vidro (85 x 56 x 60 cm) com temperatura da agua de 31 + 1°C. Os treinos eram
realizados entre as dez e onze horas da manha. Submetemos os ratos a uma
semana de adaptacdo ao exercicio para evitar interferéncias causadas pelo
estresse (AZEVEDO, 1994). Nessa semana houve aumento gradual do volume da
sessdo de treino, iniciando com sessbes de 10 minutos de nado livre, com
incremento de 10 minutos a cada 2 dias, para que se acostumassem a

profundidade e ao esforco (AZEVEDO, 1994). A duracao da sessao de treino na
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segunda semana foi de 60 minutos, com aumento de 30 minutos na sessdo de
treino, a cada semana, chegando a 180 minutos na sexta e ultima semana.

O treinamento de natagéo foi escolhido para que o trauma muscular causado
pela corrida prolongada em esteira, o exercicio estimulado por choque elétrico e a
contracdo excéntrica fossem evitados, uma vez que qualquer um desses fatores,
por si s, poderia levar ao aumento do estresse oxidativo. Foi utilizado o exercicio
de natagdo em grupo por este promover uma intensidade de exercicio maior do
que a natacao individual (NAKAO et al., 2000).

Apoés o treinamento os animais eram colocados em gaiolas coletivas sob um
aquecedor elétrico além de serem secados individualmente com uma toalha antes
de serem recolocados em suas respectivas gaiolas. Esse procedimento foi

realizado para minimizar a perda de ratos por possiveis doengas e morte.

3d.Administracao de Estanozolol (EST)
A dose clinica de EST para humanos é de (0,5mg.kg”'.semana™).Os grupos

SE, TE, SEM e TEM receberam injecao de alta dose de estanozolol (5 mg/kg peso
corporeo), antes da sessdo de natagdo, cinco vezes por semana (25mg.kg’
!semana™), em solucdo salina, subcutaneamente, enquanto os grupos S e T
receberam somente o veiculo aquoso (CLARK et al, 1998; BEUTEL,
BERGAMASCHI & CAMPQOS, 2005).

3e.Administracao da Melatonina (MEL)
Os grupos TEM e SEM receberam injecao intraperitonial de melatonina

(10mg/kg), cinco vezes por semana, durante seis semanas. As injecbes foram
aplicadas por volta das 10 horas (aproximadamente 30 minutos antes do inicio da
sessdo de natacdao). Os demais grupos receberam somente solucdo salina
(ACIKEL et al. 2003; YEUNG, HUNG & FUNG, 2008).

3f. Peso de Tecidos e Orgaos
Ap6s o periodo experimental de 6 semanas (42 dias) os animais foram

sacrificados através de aprofundamento da anestesia e ap6s a determinacao das
pressoes arteriais. Coragao e figado foram retirados para determinagdao do peso
fresco absoluto e relativo (g/100g peso corpdreo) desses 6rgaos.
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39g.Peso Corporeo
A determinacgao foi realizada semanalmente, em balanca para pesagem de

animais com precisdo de 1 grama, sempre a mesma hora, permitindo entdo, a

avaliacao do ganho de peso corpéreo.

3h.Eletrocardiograma (ECG)
Vinte e quatro horas apéds o término do protocolo de natagéo, os ratos foram

anestesiados com Ketamina + Xilazina (90mg/kg e 10mg/kg de peso corporal,
através de injecao intramuscular), mantindos em posicao supina, com respiracao
espontanea para registro do ECG. Os eletrodos foram conectados aos canais do
computador (Heart Ware System) e registradas trés derivagdes bipolares (DI, DIl e
DIll) e nas trés derivacdes amplificadas (aVR, aVL e aVF) com sensibilidade 2N e
velocidade de 50mm/segundo. 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 QTd foi calculado em valores absolutos,
subtraindo o intervalo QT mais curto do mais longo (QTd = QT max — QT min).
Esse valor foi convertido em porcentual (% QTd) pela correcdo do QTd pelo
intervalo QT mais curto e multiplicando este valor por 100 (%QTd = QTmax —
QTmin/QTmin x 100). O intervalo QT foi corrigido pela frequéncia cardiaca usando
a férmula de Bazett (QTc = QT/ YRR) (RIBEIRO-FILHO et al., 2000; KHAN et al.,
2007) e posteriormente foi calculada a dispersdo do intervalo QTc, subtraindo o
intervalo QTc mais curto do QTc mais longo (QTcd = QTc Max — QTc min). As
analises foram feitas por um uUnico avaliador para minimizar as divergéncias na
medida da dispersdo (COSTA et al., 2008).

3i. Pressao Arterial
A determinagao das pressdes arteriais sistdlica e diastolica foi realizada apds

o ECG com equipamento BP-1-Analog single-channel transducer signal
conditioner (World Precision Instruments, Sarasota, FL), através de cénula
inserida na artéria femoral esquerda dos ratos. A calibragdo foi executada
utilizando-se manémetro de pressao (modelo PM-015), (KANG et al., 2006).
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3j. Analises Bioquimicas
Homogeneizado de amostras do coracdo e do figado foram utilizados para

determinar a atividade das enzimas superéxido dismutase, catalase e fosfatase
alcalina.

Para analise da fosfatase alcalina foi utilizado o reagente de 4-nitropheny!
phosphato disodium (p-NPP, 37mM) como substrato e a atividade da enzima foi
determinada nos tempos zero, 30, 60 e 90 minutos por espectrofotometria,
expressa em nmol/ug proteina (MARTINS et al., 2001).

A atividade da catalase foi medida como descrita por Cohen et al. (1970)
utilizando-se triton X-100 para solubilizar a catalase e aumentar seu nivel
observavel. Peréxido de hidrogénio foi adicionado a cada amostra para iniciar a
reacdo, apdés 3 minutos, acido sulfurico (H.SO4) foi adicionado para parar a
reacao, em seguida foi utilizado permanganato de potassio (KMnQ4), que ao reagir
com o peréxido de hidrogénio (H20,) forma complexo que sera lido em 480nm, os
resultados foram expressos em unidades por mg de proteina utilizada.

A determinacdo da atividade da superdxido dismutase foi feita em
homogeneizado tecidual avaliando-se a reducdo do NTB (nitro blue tetrazolium)
pelo anion superdéxido, gerado pela hipoxantina/xantina oxidase a 37° C. A inibicao
da reacdo pela SOD, foi seguida espectrofotometricamente, monitorando a
formacao de formazan a 560nm (WINTERBOURN et al., 1975).

3k.Cortes Histoldgicos do Figado e Coracao
Os cortes histologicos do coracao e figado foram corados com hematoxilina-

eosina (H-E) para anélise histol6gica no microscépio Leica (40X) e utilizando-se
do software Image Pro Plus, para determinacao de dimensoes.

3l. Analise Estatistica
Diferengas estatisticas foram calculadas através da analise de variancia

(ANOVA) e Teste de Tukey para estabelecimento das diferengas entre os grupos.
Para comparacéao de variagdes de um mesmo grupo no inicio e ao final do periodo
experimental utilizou-se o Teste “t” de Student pareado através do software Prisma
(Graphpad Software Inc., USA). Diferencas foram consideradas significativas
quando p<0,05. Resultados foram expressos como média * desvio padréo.
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4. Resultados e Discussao
As figuras 1a e 1b mostram a frequéncia cardiaca (FC) basal dos ratos dos

grupos experimentais.
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Figura 1a — Frequéncia Cardiaca (bpm) dos ratos dos grupos Sedentario (S), Sedentario+Estanozolol (SE),
Sedentario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (T), Treinado+Estanozolol (TE) e
Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) antes e apds serem submetidos ao protocolo de treinamento e/ou
tratamento com EST e/ou MEL. Resultados expressos como média *+ desvio padrado; *p<0,05 comparados

com valores pré-treinamento. Teste t, n=5.
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Figura 1b — Frequéncia Cardiaca (bpm) dos ratos dos grupos Sedentario (S), Sedentario+Estanozolol (SE),
Sedentario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (), Treinado+Estanozolol (TE) e
Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) antes e ap6s serem submetidos ao protocolo de treinamento e/ou
tratamento com EST e/ou MEL. Resultados expressos como média + desvio padréo; p<0,05 para (a) S x SE;
(b) SxT; (c) SE x SEM; (d) T x TE; (e) TE x TEM. Obtidos através de ANOVA seguido do test de Tukey, n=5.
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Figura 1c — Variagado do peso corporal (g) dos ratos dos grupos Sedentario (S), Sedentario+Estanozolol (SE),

(SEM), Treinado (T), Treinado+Estanozolol (TE) e
Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) apds seis semanas de treinamento e/ou tratamento. Resultados
expressos como média + desvio padrédo; p<0,05 para (a) S x SE; (b) S x T; (c) SE x SEM; (d) T x TE; (e) TE x
TEM. Obtidos através de ANOVA seguido do test de Tukey, n=5.

Sedentério+Estanozolol+Melatonina

N&o houve diferenca estatistica na comparacéo da frequéncia cardiaca entre
0s grupos experimentais (figura 1b), mostrando que os grupos eram homogéneos
no inicio do experimento. A comparacao da frequéncia cardiaca apds o periodo
experimental mostrou tendéncia de queda da FC dos ratos dos grupos SE e T em
relacdo ao grupo S e do grupo TE em relagdo ao grupo T, porém sem diferenca
estatistica.

A analise da frequéncia cardiaca quando comparada com o proprio grupo, no
inicio e ao final do periodo experimental, mostrou que tanto o treinamento de
natagdo quanto o tratamento com EST e MEL reduziram significativamente a FC
de repouso (grupos SE, SEM, T, TE e TEM).

A bradicardia de repouso induzida pelo treinamento € uma das adaptacdes
ao exercicio mais estudas em animais e humanos. A reducédo da FC de repouso
no grupo treinado comprova a eficiéncia do protocolo de treinamento proposto
neste estudo. Essa adaptacdo possui grande relevancia em relacdo a saude por
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estar associada a um menor consumo de oxigénio pelo miocardio e maior volume
sistolico (MEDEIROS et al., 2004).

Essa bradicardia de repouso consequente ao treinamento proposto pode
estar relacionada a um ajuste do sistema nervoso autébnomo, por aumento do
tbnus vagal e, em alguns casos, diminuicao do tonus simpatico, o que leva a uma
menor incidéncia de arritmias cardiacas (MEDEIROS et al., 2004; IELLAMO et al.,
2002).

Com relacao aos efeitos do EST, nossos resultados estdo de acordo com
Beutel, Bergamaschi & Campos (2005) que também observaram diminuicdo na
frequéncia cardiaca em ratos tratados com este mesmo EAA.

O mecanismo pelo qual o EST modula a fungédo barorreflexa ndo esta bem
esclarecido, porém existem algumas hipdteses a esse respeito: Pouliot et al.
(1996) mostraram que esterdides anabolizantes podem passar pela barreira
hematoencefélica e agir no SNC, através de receptores androgénicos especificos
existentes na regido que controla as fungbes cardiovasculares. Dessa forma, a
testosterona pode agir no tronco encefalico, em neurbnios vagais pré-
ganglionares, modulando a atividade do centro cardiomotor e, consequentemente,
o tono simpéatico e parassimpatico sobre o coracao (EL-MAS et al. 2001).

Com relagdo a MEL, cremos que esta possa ter contribuido para a reducéo
da FC de repouso, ja que a MEL atua no SNC, melhorando a resposta do reflexo
baroceptor, reduzindo o ténus simpatico e diminuindo a FC. Resultados obtidos
em nosso laboratério verificaram queda da FC em ratos tratados com MEL por
trinta dias (RAMOS, 2010). De fato, a modulagédo da atividade do SNC pela MEL,
que altera o tono simpatico, pode representar um mecanismo protetor ao sistema
cardiovascular contra uma estimulagdo simpatica excessiva, reduzindo assim a
frequéncia cardiaca (SIMKO et al. 2009).
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A figura 2 apresenta os resultados da Pressao Arterial Sistdlica e Diastélica

dos grupos experimentais.
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Figura 2 — Pressdo Arterial Sistélica e Diastolica (mmHg) dos ratos dos grupos Sedentario (S),
Sedentério+Estanozolol (SE), Sedentario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (T), Treinado+Estanozolol
(TE) e Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) apods seis semanas de tratamento e/ou treinamento.
Resultados expressos como média + desvio padrao; p<0,05 para (a) S x SE; (b) S x T; (c) SE x SEM; (d) T x
TE; (e) TE x TEM. Obtidos através de ANOVA seguido do test de Tukey, n=>5.
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Nossos resultados mostraram que o EST associado ao treinamento
aumentou a pressao arterial sistélica e diastélica (grupo TE). Por outro lado, a
administragcdo de MEL preveniu o aumento das pressdes no grupo submetido ao
treinamento e tratamento com EST (grupo TEM).

A falta de uma resposta hipotensiva no grupo treinado esta de acordo com
varios estudos que mostraram nao haver queda significativa da pressao arterial
em ratos normotensos submetidos a exercicio de natagcdo (MEDEIROS 2004).
Assim, o efeito hipotensivo do exercicio ndo parece ser significativo em individuos
normotensos (O’'SULLIVAN & BELL, 2000).

A literatura disponivel ndo € conclusiva a respeito dos efeitos dos EAA sobre
a presséo arterial. De modo geral, doses suprafisiolégicas de EAA parecem elevar
a pressao arterial (KICMAN, 2008). Agentes androgénicos parecem afetar mais a
pressao arterial do que os agentes anabdlicos, porém o mecanismo exato ainda
precisa ser estabelecido (HARTGENS & KUIPERS, 2004). Entretanto, se ocorre
elevacao da pressao arterial, ela parece ser pequena e transitéria, indicando que o
impacto na saude € limitado ao periodo de administragdo da droga.

Nossos resultados sao corroborados, também, por Hartgens et al. (2004),
que encontrou aumento da pressao arterial em atletas submetidos a administracéo
de EAA. Ainda segundo Hartgens, essa alteracdo da presséao arterial pode ocorrer
dentro de quatro semanas apo6s o inicio da administragdo do EAA por dois
motivos: 1) estimulagdo da eritropoiese pelo EAA, levando ao aumento do
hematécrito e, consequentemente, ao aumento da viscosidade do sangue; 2)
aumento da atividade simpatica devido a administracdo de EAA (BEUTEL,
BERGAMASCHI & CAMPQOS, 2005).

Por outro lado, a MEL se mostrou eficiente em prevenir o aumento da
pressdo arterial sistdlica e diastélica dos ratos treinados e tratados com EST
(grupo TEM).

A administracdo da MEL tem sido relacionada com a diminuicdo da pressao
arterial através de varios mecanismos, tais como efeito hipotalamico direto,

diminuicdo dos niveis de catecolaminas, relaxamento da musculatura lisa e,
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principalmente, devido as propriedades antioxidantes da MEL (PAULIS & SIMKO,
2007; TENGATTINI, et al., 2008).

Em outro experimento, com ratos espontaneamente hipertensos tratados
com MEL, a reducao da pressao arterial e da frequéncia cardiaca foi associada ao
aumento da vasodilatacdo endotélio-dependente e da sensibilidade ao inibidor de
oxido nitrico sintase (NOS), sugerindo melhora da sinalizacdo do oxido nitrico
(NO). Essa hipétese é reforcada pela observagdo do aumento dos niveis de Ca®*
citosolico em células endoteliais, que pode resultar em aumento da producdo de
NO via intensificacdo da atividade da NOS, aumento nos niveis do GMP ciclico e
reducdo do Ca*" intracelular em células musculares lisas com consequente
vasodilatacdo. Curiosamente, o antioxidante N-acetilcisteina reduziu a pressao
arterial, a frequéncia cardiaca, a concentracao de catecolaminas e a expressao de
receptores B (ambos comprometidos em ratos espontaneamente hipertensos) de
maneira similar a MEL. Além disso, a queda na pressao arterial e a melhora do
barorreflexo em ratos espontaneamente hipertensos estdo relacionadas com a
melhora da capacidade antioxidante induzida pela administracdo da MEL em
longo prazo, sugerindo uma associacao das propriedades antioxidantes da MEL
com sua capacidade em diminuir o ténus simpatico (SIMKO et al., 2009).

De fato, a reducéo do estresse oxidativo induzida pela MEL, como veremos
adiante, pode ter contribuido para a reducao tanto da frequéncia cardiaca quanto
da pressao arterial.
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Na figura 3 encontram-se os valores do peso relativo do coragao dos grupos

experimentais.
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Figura 3 — Peso Relativo (g/100g de peso corp6reo) do coragdo dos ratos dos grupos Sedentario (S),
Sedentério+Estanozolol (SE), Sedentério+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (T), Treinado+Estanozolol
(TE) e Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) apds seis semanas de periodo experimental. Resultados
expressos como média * desvio padrdo; p<0,05 para (a) S x SE; (b) S x T; (c) SE x SEM; (d) T x TE; (e) TE x
TEM. Obtidos através de ANOVA seguido do teste de Tukey, n=5.

Nossos resultados mostraram que o esterdide anabdlico estanozolol, quando
associado ao exercicio fisico (grupos TE e TEM), aumentou o peso relativo do
coracdo devido, provavelmente, a agcdo remodeladora proporcionada tanto pelo
aumento da pressao arterial, como visto anteriormente, como por processos
oxidativos induzidos pelo EST, como veremos posteriormente.

Esse resultado é corroborado por Du Toit et al. (2005), os quais observaram
aumento da massa cardiaca em ratos tratados com EAA. Outros estudos
(BEUTEL, BERGAMASCHI & CAMPOS, 2005; MARAVELIAS et. al, 2005;
PAYNE, KOTWINSKI & MONTGOMERY, 2004) mostraram também, que
esterdides anabodlicos afetam os cardiomiécitos podendo levar a hipertrofia
cardiaca. Além disso, o uso de anabolizantes tem sido relacionado a alteracoes,
algumas vezes, irreversiveis do miocardio, como a hipertrofia ventricular esquerda

concéntrica (URHAUSEN et al., 2004), uma vez que, o musculo cardiaco assim
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como as principais artérias, possuem grande quantidade de receptores
androgénicos (BEUTEL, BERGAMASCHI & CAMPQOS, 2005).

Outro fator de grande relevancia no aumento peso relativo do coragéao é o
conteudo de fibras colageno. Tanto o EST quanto o préprio exercicio estimulam a
sintese de colageno no musculo cardiaco e a associagdo desses dois fatores
aumenta de forma significativa o conteudo de colageno no coragéo. O EAA por si
s6 ou em associacdo com o treinamento pode levar a hipertrofia cardiaca
concéntrica patolégica, com prejuizo da fungéo cardiaca. O EST parece estimular
a sintese de colageno através, em grande parte, da acdao da TGF- B1
(transforming growth factor- B1), um potente estimulador da sintese de colageno,
normalmente secretado na fase aguda da inflamagéo, que atua no reparo da area
lesionada (FALANGA et al., 1998; TANNO, 2007; DROBNIK et al., 2008).

Em nosso estudo, o aumento do peso relativo do coracdo s6 ocorreu
significativamente nos ratos tratados com anabolizantes e submetidos ao
protocolo de treinamento. Isso sugere que esse aumento s6 ocorreu devido a
presenca de um ambiente celular propicio ao remodelamento cardiaco induzido
pelo EST e um estimulo adequado (treinamento). O efeito anabdlico dos EAA é
primeiramente mediado pelos receptores androgénicos no musculo cardiaco e
esquelético. Os receptores androgénicos regulam a transcricdo de genes alvos
que podem controlar o acumulo de DNA necessario para o crescimento muscular.
A exposigao prolongada aos EAA e o treinamento de forga podem aumentar o
namero de receptores androgénicos. Esse seria um possivel mecanismo pelo qual
doses suprafisioldégicas de EAA combinadas ao exercicio poderiam completar uma
a outra, levando a hipertrofia cardiaca (PAYNE, KOTWINSKI & MONTGOMERY,
2004).

Por outro lado, o tratamento com MEL nao preveniu o aumento da massa
cardiaca nos animais treinados que receberam o esterdide anabdlico (grupo TEM).
Nossos resultados sdo corroborados por Simko et al. (2009), os quais também
observaram que a MEL nao reverteu a hipertrofia ventricular esquerda em ratos
hipertensos, porém, reduziu a fibrose no ventriculo hipertrofiado, devido ao seu
efeito antioxidante. De fato, a disponibilidade de 6xido nitrico e radicais livres pode
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estar envolvida no remodelamento cardiaco (PAULIS & SIMKO, 2007). Além
disso, a reducdo da pressao arterial provocada pela MEL no grupo TEM nao foi
suficiente para prevenir o remodelamento cardiaco nesses animais.

Outros estudos realizados em ratos demonstraram que a pinealectomia
aumentou o peso do coracao e a fibrose cardiaca. Pinealectomia também esta
associada a diversas alteracbes metabdlicas incluindo aumento da lipdlise
induzida pela isoprenalina (substancia simpatomimética) em ratos (PAULIS &
SIMKO, 2007). Entretanto, Drobnik et al. (2008) observaram resultado oposto em
seu estudo onde a pinealectomia causou reducédo no conteudo de fibras colageno
no coracao.

Dessa forma, novos estudos se fazem necessarios para que possamos
avaliar se 0 aumento do peso relativo cardiaco observado comprometeu aspectos
hemodinamicos da funcdo cardiaca, especialmente aquelas pertinentes ao

ventriculo esquerdo.
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Para verificarmos se o aumento do peso relativo do coracéo foi decorrente
de processo hipertrofico, determinamos a area dos cardiomidcitos do ventriculo
esquerdo pela andlise histolégica de fragmentos dessa camara cardiaca.

As figuras 4 e 5 apresentam, respectivamente, os cortes histologicos € a
area dos cardiomidcitos do ventriculo esquerdo dos grupos experimentais.

Figura 4 — Fotomicrografia de corte transversal do ventriculo esquerdo dos ratos dos grupos sedentario (S),
Sedentério+Estanozolol (SE), Sedentério+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (T), Treinado+Estanozolol
(TE) e Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM), corados com H-E, com aumento de 40x, apds serem
submetidos ao protocolo de treinamento e/ou tratamento com EST e MEL durante seis semanas. Observam-
se nlcleos integros, dispostos perifericamente e auséncia de processos inflamatérios, caracteristicas de
tecido cardiaco normal.
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Figura 5 — Area dos cardiomidcitos (pmz) dos ratos dos grupos Sedentario (S), Sedentario+Estanozolol (SE),
Sedentario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (), Treinado+Estanozolol (TE) e
Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) apds serem submetidos ao protocolo de treinamento e tratamento
com EST e MEL durante seis semanas. Resultados expressos como média + desvio padrao; p<0,05 para (a)
S x SE; (b) S x T; (c) SE x SEM; (d) T x TE; (e) TE x TEM. Obtidos através de ANOVA seguido do teste de
Tukey, n=5.

Observam-se nucleos integros, dispostos perifericamente e auséncia de
processos inflamatorios, caracteristicas de tecido cardiaco normal.

Verificou-se, ainda, aumento estatisticamente significativo na é&rea dos
cardiomiécitos treinados, tratados ou ndo com EST (grupos SE, SEM, T, TE e
TEM), caracterizando um quadro de hipertrofia ventricular esquerda.

Por outro lado, a MEL n&o reduziu a hipertrofia observada no grupo
sedentario (grupo SEM em relagdo ao grupo SE) conforme anteriormente
discutido.
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As figuras 6, 7 e 8 apresentam o0s resultados dos parametros
cardiovasculares dos grupos experimentais, antes e apdés o periodo de
treinamento e administragdo do EST e da MEL.

SAQRS Sedentario SAQRS Treinado

604 _I_

<© &

SAQRS Sedentario Estanozolol

80+ 80+
_|_ .
— —
Q‘:@ Qb% Q{G Qb@
SAQRS Sedentario Estanozolol Melatonina SAQRS Treinado Estanozolol Melatonina
80- 80-
- T
< & <

Figura 6 — Eixo elétrico cardiaco - SAQRS (°) dos ratos dos grupos Sedentario (S), Sedentario+Estanozolol
(SE), Sedentario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (T), Treinado+Estanozolol (TE) e
Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) antes e apds serem submetidos ao protocolo de treinamento e ao
tratamento com EST e MEL. Resultados expressos como média + desvio padrao; *p<0,05 comparados com
valores pré-treinamento. Obtidos através de Teste t, n=5.
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Com relagdo ao eixo elétrico cardiaco (SAQRS), verificou-se desvio do eixo
para esquerda nos animais treinados e tratados com EST (grupo TE) ao final do
periodo experimental. Os animais tratados com a MEL, ndo apresentaram tal
desvio.

O eixo elétrico cardiaco representa a resultante das direcoes e magnitudes
dos impulsos elétricos gerados no coracdo durante o ciclo cardiaco. Ele é
representado por um sistema hexaxial de referéncia, que é dividido em quatro
quadrantes para definir o eixo elétrico normal e seus desvios. Existem diferencas
na divisdo desses quadrantes entre os autores, alguns dividem a circunferéncia
em quatro quadrantes iguais, porém, devido a faixa de normalidade do eixo ser
bastante grande, por sofrer influéncia de muitas variaveis (idade, sexo, obesidade,
etc.), alguns autores utilizam um limite mais amplo para o quadrante que
representa o eixo elétrico normal na maioria das pessoas (KUHN & ROSE, 2008).

O eixo elétrico QRS ¢é util, pois auxilia a determinar a posicao do coracao
dentro da caixa toracica, o sentido resultante do impulso elétrico cardiaco e a
integridade do musculo cardiaco. Ele, por si s6, ndo representa diagndstico, mas
auxilia no mesmo.

Apesar de algumas criticas, varios estudos sugerem que a analise do eixo
elétrico QRS e seus aspectos morfoldgicos (alteragées na amplitude ou duragao),
através do ECG, ainda é uma das ferramentas mais utilizada para a detecgéo de
hipertrofia ventricular e risco de morte subita (BACHAROVA et al.,, 2009a;
BACHAROVA & ESTES, 2009b, ESTES & JACKSON, 2009).

O EST promoveu desvio do eixo elétrico para esquerda no grupo TE, porém
dentro da faixa de normalidade prevista para a espécie estudada. Tal fato pode ter
sido consequente ao aumento do peso relativo do coracdo e da area dos
cardiomidcitos, como visto anteriormente. A MEL impediu esse desvio do eixo
elétrico para esquerda devido, provavelmente, a diminuicdo do peso relativo do
coracao no grupo TEM em relacao ao TE, embora nao significativo.
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A figura 7 apresenta os resultados da duracado do complexo QRS dos grupos

experimentais.
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Figura 7 — Duragao do Intervalo QRS (ms) dos ratos dos grupos Sedentario (S), Sedentario+Estanozolol (SE),
Sedentario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (M), Treinado+Estanozolol (TE) e
Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) apds serem submetidos ao protocolo de treinamento e tratamento
com EST e MEL durante seis semanas. Resultados expressos como média + desvio padrao; p<0,05 para (a)
S x SE; (b) S xT; (c) SE x SEM; (d) T x TE; (e) TE x TEM. Obtido através de ANOVA seguido do teste de
Tukey, n=5.

As principais alteracbes eletrocardiograficas associadas a hipertrofia
ventricular esquerda sao: aumento da duracdao e/ou amplitude do intervalo QRS,
desvios do eixo elétrico cardiaco (SAQRS), anormalidades do segmento ST, da
onda T e P. A duracdo do segmento QRS encontra-se frequentemente prolongada
em caso de hipertrofia ventricular esquerda. Esse prolongamento pode ser
atribuido ao aumento da espessura da parede do ventriculo esquerdo e da fibrose
intramural, que distorce e prolonga a propagacao do impulso elétrico cardiaco
(HANCOCK et al., 2009).

Com relacdo a duracdo do complexo QRS, ndo se observou diferenca
significativa entre os grupos experimentais. Assim, a ativagdo ventricular,

caracterizada pela despolarizacao do septo (onda Q), do apice (onda R) e da base
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(onda S) nao sofreu alteragdes pelos tratamentos aos quais os ratos foram
submetidos.

Além disso, a hipertrofia ventricular esquerda observada no grupo TE n&o foi
suficiente para causar um prolongamento na duragdo do complexo QRS, nao
havendo, portanto, prejuizo na conducao do impulso elétrico pelos ventriculos dos

animais dos grupos experimentais.
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A figura 8 apresenta os valores do intervalo QT e QTc dos ratos dos grupos

experimentais.
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Figura 8 — Duragéo do Intervalo QT e QTc (ms) dos ratos dos grupos Sedentario (S), Sedentario+Estanozolol
(SE), Sedentario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (T), Treinado+Estanozolol (TE) e
Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) apds serem submetidos ao protocolo de treinamento e tratamento
com EST e MEL durante seis semanas. Resultados expressos como média + desvio padrado; p<0,05 para (a)
S x SE; (b) S x T; (c) SE x SEM; (d) T x TE; (e) TE x TEM. Obtido através de ANOVA seguido do teste de
Tukey, n=5.
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Em nosso estudo os intervalos QT e QTc ndo apresentaram diferenca entre
0S grupos experimentais, sugerindo que o EST nao promoveu o prolongamento
desses intervalos e, consequentemente, nao promoveu risco de morte subita.

O intervalo QT compreende o periodo de tempo que o coragdo leva para
completar a despolarizacao e a repolarizacao dos ventriculos e é medido, no ECG,
a partir do inicio da onda Q até o final da onda T. O prolongamento do intervalo
QT no eletrocardiograma é um indicativo de risco de arritmias em potencial e risco
de morte subita (BRONZATTO, SILVA & STEIN, 2001). A industria farmacéutica e
agéncias reguladoras utilizam o intervalo QT como medida de seguranga de novas
drogas. A correcao desse intervalo pela frequéncia cardiaca ou o intervalo RR (o
inverso da frequéncia cardiaca) se faz necessaria devido ao encurtamento do
intervalo QT durante a queda fisioldgica do intervalo RR (LI et al., 2004). Varios
grupos propuseram férmulas para corrigir essa relagao entre o intervalo QT e RR.
A essa correcao da-se o nome de intervalo QTc (“c” significa “corrigido”) e tem o
objetivo de eliminar a varidvel frequéncia cardiaca, que pode atrapalhar o
diagnéstico do ECG. O método mais utilizado entre os médicos, por ser pratica e
conveniente, é a formula de Bazett (VIEWEG, 2003).

Varios estudos sugerem existir relacdo entre o uso de esterdides
anabolizantes, hipertensdo arterial, doenca cardiaca isquémica, hipertrofia
cardiaca e risco de morte subita (SULLIVAN, MARTINEZ & GALLAGHER, 1999;
KIERZKOWSKA et al., 2005; FINESCHI et al., 2007; AHLGRIM & GUGLIN, 2009;
BISPO et al., 2009).

Nossos resultados ndo confirmaram tal relacdo. A existéncia dessa relagéo
€, sem duvida, protocolo dependente. Desse modo, a duragao do nosso estudo, a
intensidade e volume do protocolo de treinamento proposto, além da quantidade
de anabolizante administrada, influenciaram de sobremaneira os resultados
obtidos, com relagéao a esses parametros.

Assim, o fato da duracéo dos intervalos QT e QTc terem se apresentado sem
alteracoes entre os grupos estudados corrobora os valores de QRS encontrados,
descartando risco de morte subita (em nossas condicdes experimentais) sugerido
nos estudos anteriormente citados em consequéncia do uso crénico de EAA.
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Os dados referentes ao peso relativo do figado dos grupos experimentais

encontram-se na figura 9.
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Figura 9 — Peso Relativo (g/100g de peso corporeo) do figado dos ratos dos grupos Sedentario (S),
Sedentario+Estanozolol (SE), Sedentéario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (T), Treinado+Estanozolol
(TE) e Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) apds seis semanas de treinamento e/ou tratamento com EST
e MEL. Resultados expressos como média + desvio padrao; p<0,05 para (a) S x SE; (b) S x T; (c) SE x SEM;
(d) T x TE; (e) TE x TEM. Obtidos através de ANOVA seguido do teste de Tukey, n=5.

Com relacao ao figado, os animais que receberam a dose do anabolizante
estanozolol, associado ou ndo ao treinamento de natacao (grupos SE, SEM, TE e
TEM), tiveram diminuigdo no peso relativo do figado.

O principal efeito colateral de substancias 17-a-alquiladas (como o
estanozolol) é a hepatoxidade, incluindo elevagdo no nivel de enzimas hepaticas,
ictericia, “peliosis hepatis” (cistos contendo sangue), e varias lesées neoplasicas
(WELDER; ROBERTSON; MELCHERT, 1995).

Nossos resultados concordam com os resultados apresentados por Pey et al.
(2003), que mostraram queda no peso relativo do figado nos ratos treinados e
tratados com EST. Entretanto em nosso estudo, a administragdo do EST, por si
s6, causou redugdo no peso relativo do figado, sendo que o treinamento nao
alterou esse parametro. Vieira, et al. (2008), também mostraram reducéo no peso
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relativo do figado de ratos tratados com altas doses de Decanoato de Nandrolona
(10,3 mg.kg"'.semana’") durante cinco semanas.

A reducgéo no peso relativo do figado dos ratos tratados com EST pode ter
ocorrido por alteracées na estrutura dos hepatédcitos e/ou morte celular dos
mesmos, ou até mesmo por aumento da deposicao de colageno no parénquima

hepético, como observado por Vieira et al. (2008).
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A figura 10 apresenta os cortes histolégicos do figado dos ratos dos grupos

experimentais.

Figura 10 — Fotomicrografia de corte transversal do figado dos ratos dos grupos sedentario (S),
Sedentario+Estanozolol (SE), Sedentario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (T), Treinado+Estanozolol
(TE) e Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM), corados com H-E, com aumento de 40x, apds serem
submetidos ao protocolo de treinamento e tratamento com EST e MEL durante seis semanas. Observam-se,
hepatécitos aumentados com nucleos deslocados para a periferia e alteragdes citoplasmaticas sugestivas de
inclusao lipidica, granulagbes nucleares indicativas de picnose nos grupos SE, TE e em menor magnitude nos
grupos SEM e TEM.
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Nossos resultados histolégicos estdo de acordo com os valores do menor
peso relativo hepatico nos animais dos grupos tratados com EST (grupos SE,
SEM, TE e TEM), uma vez que esses Qrupos apresentaram hepatocitos
aumentados com nucleos deslocados para a periferia provavelmente devido a
incluséo lipidica no citoplasma. Além disso, foram observados hepatécitos com
granulacdes nucleares sugestivas de picnose (estado do nucleo da célula em
degenerescéncia).

Esses resultados séo corroborados por Pey et al. (2003), Urhausen, Torsten
& Wilfried (2003) e Martin, Abu Dayyeh & Chung (2008) os quais também
observaram inflamacao e lesdes degenerativas em hepatécitos, lisossomos e
mitocdndrias, além de alteragdes ultraestruturais em canaliculos biliares
decorrentes da administracdo do EST e outros EAA. Esses autores alertam que
muitas dessas les6es ocorrem sem modificar os indicadores plasmaticos classicos
de funcao hepatica, em estagio inicial.

O tratamento com MEL parece ter atenuado as alteracbes hepaticas
induzidas pelo EST, uma vez que tais alteragdes estiveram presentes nos grupos
SEM e TEM, porém, em menor magnitude.
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Para avaliarmos se tais alteragdes estruturais comprometeram a fungéo
hepatica, determinamos a atividade da enzima fosfatase alcalina no figado (figura
11).
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Figura 11 — Atividade da enzima Fosfatase Alcalina hepatica (nmol.ug de proteina-1 .min-1) dos ratos dos
grupos Sedentario (S), Sedentario+Estanozolol (SE), Sedentario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado
(T), Treinado+Estanozolol (TE) e Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) ap6s serem submetidos ao
protocolo de treinamento e tratamento com EST e MEL durante seis semanas. Resultados expressos como
média + desvio padrado; p<0,05 para (a) S x SE; (b) S x T; (c) SE x SEM; (d) T x TE; (e) TE x TEM. Obtidos
através de ANOVA seguido do teste de Tukey, n=5.

Fosfatase Alcalina hepatica (FA) é uma enzima que transporta metabdlitos
através de membranas celulares. Doencas ésseas e hepaticas sdo as causas
mais comuns da elevacdo dos niveis dessa enzima, embora ela possa ser
originada de outros 6rgaos, como a placenta, rins, intestinos ou ainda, de
leucdcitos.

No figado, ela estd localizada na membrana celular que une a borda
sinusoidal das células parenquimais aos canaliculos (ductos) biliares. A colestase
hepatica (obstrucdo dos ductos biliares intra-hepaticos) aumenta a sintese e a
liberagdo da FA, acumulando os sais biliares e aumentando sua liberacao da
superficie celular.
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A lesdo hepatica induzida por drogas traz aumento da FA ou uma razao
ALT/FA<2 (alanina aminotransferase), embora o nivel de alteracdo da FA seja
variavel e possa ser acompanhado de uma hiperbilirrubinemia. Drogas
comumente usadas, como anti-hipertensivos (por exemplo, inibidores da enzima
conversora de angiotensina) ou horménios (por exemplo, testosterona ou
estrogénio) podem causar colestase hepatica que pode ser ignorada, ja que o
ultrassom € muitas vezes normal. Niveis anormais de FA também podem ser um
sinal de cancer hepatico, linfoma ou doencgas inflamatérias como a sarcoidose. Em
algumas dessas situacdes, o nivel da FA, pode estar significativamente elevado,
sendo ainda, o unico sinal de envolvimento hepatico. Nesses casos, 0 ultrassom
e/ou uma biopsia hepéatica podem ser necessarios para confirmacdo do
diagnoéstico (GIANNINI, TESTA & SAVARINO, 2005).

A figura 11 apresenta os valores da fosfatase alcalina hepatica dos grupos
experimentais. Observou-se que o exercicio fisico ndo alterou a atividade da
enzima fosfatase alcalina em nosso estudo, resultado este, que é corroborado por
Pey et. al. (2003). Entretanto, esse mesmo estudo se contrapbe ao nosso ao nao
apresentar alteragdes na atividade da fosfatase alcalina apés a administracdo de
EST. Nossos resultados também estdo de acordo com Vieira et al. (2008), os
quais verificaram, em ratos, aumento no nivel da FA apds administragcdo de
Decanoato de Nandrolona (5,3 mg.kg™'.semana™) durante cinco semanas.

Yoshida et al. (1994), relataram também, um estudo de caso onde um
fisiculturista apresentou aumento da enzima fosfatase alcalina hepética, trés vezes
acima do limite superior dos valores de referéncia, apos apenas 4 semanas de uso
de EST (125mg, 2 vezes por semana). Foram necessarios 5 meses para que essa
enzima voltasse aos valores normais de referéncia.

Em outro estudo de caso mais recente, Martin, Dayyeh & Chung (2008)
relataram que um individuo de 27 anos, com histérico de cinco anos de uso de
EAA (androstenediona oral e nandrolona intramuscular), apresentou valor de
fosfatase alcalina bem acima dos valores de referéncia. Esse individuo também
apresentou peliosis hepatica, que evoluiu para uma hemorragia, sendo necessario
que ele fosse submetido a cirurgia e transfusdo sanguinea.
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Com relacdo a MEL, nossos resultados estdo de acordo com varios estudos
que mostraram efeito protetor da MEL sobre o figado contra o dano oxidativo
produzido por agentes téxicos (OHTA et al., 2000a,b), como é o caso do EST (por
ser uma substancia 17-a-alquilada). Em nosso experimento, a MEL preveniu os
danos hepaticos induzidos pelo EST, diminuindo a atividade da FA aos valores
préximos aos do grupo controle, reiterando o quadro histolégico anteriormente
descrito.

Montilla et al. (2001), também observaram que a MEL se mostrou mais
eficiente na protecao contra os danos causados pela colestase hepatica (que pode
ser causada pelo uso de EAA) do que a vitamina E, diminuindo o nivel da FA além
de biomarcadores de estresse oxidativo.

Além disso, em um estudo onde ratos eram submetidos a tratamento com
tetracloreto de carbono (um xenobibtico que produz hepatotoxicidade em humanos
e animais) verificou-se que a administracdo de MEL atenuou significativamente o
aumento da FA quando comparados a ratos que nao receberam a MEL (KUS et
al., 2005).

Assim, acreditamos que a agao antioxidante da MEL, como veremos a
seguir, possa ter contribuido significativamente para reduzir os efeitos téxicos ao

figado causado pela administracdo do EST.
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A figura 12 apresenta os valores da atividade da SOD e da CAT, no coracao
e no figado, dos grupos experimentais apdés o periodo de treinamento e
administracdo do EST e da MEL.
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Figura 12 — Atividade das enzimas Superéxido Dismutase e Catalase cardiacas e hepaticas (nmol.ug de
protel’na'1 .min'1) dos ratos dos grupos Sedentario (S), Sedentario+Estanozolol (SE),
Sedentario+Estanozolol+Melatonina (SEM), Treinado (T), Treinado+Estanozolol (TE) e
Treinado+Estanozolol+Melatonina (TEM) apds serem submetidos ao protocolo de treinamento e tratamento
com EST e MEL durante seis semanas. Resultados expressos como média + desvio padrao; p<0,05 para (a)
S x SE; (b) Sx T; (c) SE x SEM; (d) T x TE; (e) TE x TEM. Obtidas através de ANOVA seguido do teste de
Tukey, n=5.

Uma estratégia para se determinar os efeitos o exercicio fisico agudo ou
crébnico sobre o estresse oxidativo é mensurar a atividade das enzimas

antioxidantes. A modificagdo das defesas antioxidantes pode refletir uma menor
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ou maior taxa de producéo de espécies reativas de oxigénio durante o exercicio, ja
que as células podem ativar a sintese de enzimas antioxidantes em resposta ao
estresse oxidativo (MORAN et al., 2004).

Diversos estudos tém avaliado a influéncia do treinamento fisico sobre a
atividade de enzimas antioxidantes especificas. Alteracbes nas atividades dessas
enzimas em resposta ao treinamento de endurance nao s&do muito consistentes na
literatura cientifica (GUL et al., 2006). Resultados controversos com
biomarcadores de estresse oxidativo e de sistemas antioxidantes em resposta ao
treinamento fisico, frequentemente relatados na literatura, devem ocorrer devido
aos diferentes modelos empregados (baixa vs. alta intensidade de treino, corrida
vs. natagdo, macho vs. fémea, rato vs. camundongo, etc.) além de diferentes
parametros de estresse oxidativo e de metodologias utilizadas para as
determinacdes desses parametros (ATALAY & SEN, 1999).

Esses resultados conflitantes refletem a dificuldade técnica em se detectar
espécies de radicais livres, que podem, rapidamente, ser convertidas em outros
EROs por uma reagcdo em cadeia de radicais livres e/ou interagir com
antioxidantes intracelulares (JI, 2000).

O coragao possui as 3 principais enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx)
em grande quantidade, assim como niveis adequados de GRD e GST. O exercicio
fisico regular pode influenciar positivamente as defesas antioxidantes cardiacas e
promover melhoria da fungao cardiaca. Entretanto, o exercicio crénico possui dois
efeitos: por um lado, resulta em maior formacao de radicais livres, podendo levar a
um estado de estresse oxidativo. Por outro lado, talvez como consequéncia, pode
aumentar a atividades das enzimas antioxidantes, minimizando os efeitos do
estresse oxidativo (GUL et al. 2006).

Ja esta bem estabelecido que existe uma relacdo entre treinamento fisico e
estresse oxidativo. Varios autores sugerem que o exercicio induz adapta¢des em
varios tecidos contra o dano oxidativo, devido principalmente a um estresse
oxidativo moderado, que levaria a up regulation na expressao do gene de enzimas
antioxidantes (CHAVES et al., 2006).
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Em nosso experimento, tanto o treinamento fisico quanto a administracéo do
EST promoveram aumento da atividade da SOD cardiaca e hepatica. A MEL
reduziu, embora nao significativamente os efeitos do EST sobre a atividade da
SOD.

Nossos resultados sao corroborados por estudos que mostraram que a
atividade fisica regular promove aumento da atividade da SOD muscular
esquelética e cardiaca (ATALAY & SEN, 1999; CHAVES et al., 2006; MORAN et
al., 2004; GUNDUZ et al., 2004; ASCENSAOQ, et al., 2003; LEEUWENBURGH &
HEINECKE, 2001).

Um estudo feito por Qiao, Hou & Lui (2006) também encontrou aumento da
atividade da SOD nos musculos cardiacos e esqueléticos apds protocolo de
treinamento anaerdbio intermitente de natagéo de apenas 6 dias.

Por outro lado, em um estudo feito com ratos por Rabbo-Souza et al. (2004),
o treinamento de corrida em esteira cinco vezes por semana, por treze semanas,
resultou em queda na atividade da SOD cardiaca.

Segundo Berra & Rizzo (2009) a MEL aumenta a atividade da enzima SOD.
Isso ndo ocorreu em nossos resultados. Este fato pode ser explicado, pois em
nosso estudo, os ratos que foram tratados com MEL receberam, invariavelmente,
o tratamento com EST, fazendo com que estes ratos ja tivessem uma elevacao na
atividade da SOD. Além disso, a MEL atua também como agente antioxidante
direto, o que poderia levar a uma diminuicdo das EROs e consequentemente a
manutenc¢ao ou até mesmo diminuicao da atividade da SOD.

Nossos resultados da atividade da SOD hepatica estdo de acordo com os
resultados apresentados por Pey et al. (2003). Nesse estudo também houve
aumento da atividade da SOD hepatica nos ratos que receberam as injecdes de
EST. Por outro lado, nesse mesmo estudo, o treinamento ndo levou ao aumento
da SOD hepatica, como visto em nosso experimento.

Com relacdo a atividade da CAT cardiaca, o EST causou aumento na
atividade desta enzima, aumento este, revertido pela administracdo da MEL,
trazendo a atividade dessa enzima para valores proximos dos valores do grupo
controle. O treinamento ndo promoveu alteragéo na atividade da CAT cardiaca.
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Contrapondo nosso resultado, em um estudo feito por Chaves et al. (2006),
nao houve diferenca significativa na atividade da CAT cardiaca entre ratos
tratados com o EAA decanato de nandrolona e ratos controle.

Os resultados existentes na literatura sobre como a atividade da CAT é
afetada pelo exercicio fisico sdo especialmente contraditorios. Alguns estudos
mostram aumento da atividade da CAT apds o exercicio fisico. (JI, 2000;
GUNDUZ et al., 2004). Outros estudos, ndo apresentam alteragdo na CAT apos o
exercicio (CHAVES et al., 2006; MORTON et al., 2006; KHASSAF et al., 2001).
Existem ainda estudos mostrando queda na atividade da CAT apbs o exercicio
fisico (PRADA et al., 2004; MORAN et al.,2004).

A intensidade do exercicio parece ser um fator chave na detec¢cdo dos
efeitos das EROs nas enzimas antioxidantes dos coracdes de ratos (JI, 2000).
Outro fator que nos parece importante € 0 momento em que a analise da atividade
das enzimas antioxidantes é realizada, apds a ultima sessao de exercicio fisico.

Quanto a MEL, a maioria dos estudos mostra aumento da atividade da CAT
apos tratamento com MEL. Em nosso estudo, obtivemos resultado parecido com o
resultado da SOD (porém com significancia estatistica): houve queda significativa
da atividade da CAT apéds tratamento com MEL, quando comparado com o grupo
TE.

Acreditamos que o aumento das enzimas antioxidantes induzido pela MEL
nao ocorra em um ambiente onde o estresse oxidativo (e as adaptacdes induzidas
por ele) ja esteja instalado. Assim, o efeito antioxidante direto exercido pela MEL
levaria a diminuicdo do estresse oxidativo e, por consequéncia, da atividade das
enzimas antioxidantes.

Ja em relacdo a CAT hepatica, embora nossos resultados ndo tenham
atingido significancia estatistica, a diferenca entre os grupos foi substancial.
Observamos um comportamento do grafico muito semelhante ao ocorrido com a
CAT cardiaca, porém a magnitude dos desvios-padrdao de nossas amostras
impediu que fossem encontradas diferengas estatisticamente significativas.
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5. Conclusoes

Apoés andlise dos resultados, observamos que:

1.

O EST associado ao treinamento (grupo TE) aumentou a pressao arterial
sistélica e diastolica, aumento este, revertido pela administracdo de MEL
(grupo TEM).

O EST aumentou o peso relativo do coracdo, quando associado ao
exercicio fisico (grupo TE). O tratamento com MEL n&o preveniu esse
aumento (grupo TEM). O EST diminuiu o peso relativo do figado (grupos
SE, SEM, TE e TEM). O tratamento com MEL também néo preveniu essa
diminuicéo.

O EST quando associado ao treinamento (grupo TE) desviou o eixo
elétrico cardiaco para esquerda. O tratamento com MEL impediu a
ocorréncia desse desvio. Nao houve diferenga significativa nos
parametros eletrocardiograficos entre os grupos experimentais, sugerindo
que o EST ndo aumentou o risco de morte subita.

O EST causou aumento dos hepatécitos e deslocamento dos nudcleos
para a periferia provavelmente devido a incluséo lipidica no citoplasma. O
tratamento com MEL parece ter atenuado as alteracbes hepaticas
induzidas pelo EST.

A administragdo de EST levou ao aumento da atividade da enzima
fosfatase alcalina. A MEL mostrou possuir efeito protetor sobre o figado
contra 0 dano oxidativo produzido pelo EST. A administracdo do EST
promoveu aumento da atividade da SOD cardiaca e hepatica, quadro
este, ndo revertido pela MEL. O EST causou aumento na atividade da
CAT cardiaca, o qual foi revertido pela administracao da MEL.

Assim, concluimos que, em nossas condicbes experimentais, a melatonina

atenuou os efeitos adversos ao sistema cardiovascular e ao figado causados pelo

uso de doses suprafisiolégicas de estanozolol.
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7. Anexo

L

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que o contelido de minha dissertagdo de Mestrado intitulada
“Melatonina reduz o estresse oxidativo e as alteragdes cardiovasculares induzidas pelo estanozolol

em ratos submetidos ao exercicio de natagao™

() ndo se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informag&o CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranca.

( X) tem autorizago da(s) seguinte(s) Comissao(5es) de Bioética ou Biosseguranga*:
Comiss&o de Etica na Experimentagé@o Animal — CEEA/Unicamp, sob Protocolo(s) n® 1649-1.

* Caso a Comissdo seja externa a UNICAMP,
anexar o comprovante de autorizagdo dada ao
trabalho. Se a autorizagdo ndo tiver sido dada
diretamente ao trabalho de tese ou dissertagéo,
deverd ser anexado também um comprovante do
vineulo do trabalhoe do aluno com o que constar no
documento de autorizagdo apresentado.

Aluno: Gustavo Babeb,§a s Santos

LW

Orientador: Prof. Dr. Miguei’ Ar%a{ﬁﬁAreas

Para uso da Comiss@o ou Comité pertinente:
(A),Deferido () Indeferido

o s 4 g O
e W ane Hevude Otvorddly

Nome: / L /
Fungéo: o =
Profa. Dra. ANAMARIA A. GUARALDO
- Presidente

Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA/IB - UNICAMP
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