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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar em ratos wistar submetidos ao
treinamento fisco por natagdo, os efeitos da administracdo cronica do esteroide decanoato de
nandrolona (DECA) sobre a modulacdo autondémica cardiovascular, morfometria cardiaca e
renal e a associacao entre estas variaveis.

Foram utilizados 32 ratos Wistar machos com idade de 20 semanas, distribuidos em 4
grupos experimentais de acordo com o tratamento recebido: sedentérios controles (SC),
sedentérios que receberam o DECA (SD), treinados controles (TC) e treinados que receberam
o DECA (TD). Para todas as analises estatisticas utilizaram-se niveis de significancia de
p<0,05.

Verificamos menor peso corporal no grupo de animais TD quando comparado aos
demais grupos. O grupo SD apresentou maiores valores basais de PAS e PAD quando
comparado aos SC, TC e TD, os quais apresentaram semelhancas entre si. Ambos 0s grupos
treinados apresentaram maior bradicardia de repouso, menores valores absolutos de LF
quando comparados aos seus respectivos grupos sedentarios. Os animais SD mostraram uma
menor variancia da FC e maior valor absoluto do componente LF em relagdo aos animais do
grupo SC. Os animais do grupo TC apresentaram maiores valores absolutos do componente
HF em comparac¢do aos grupos SC e SD, enquanto que o0s animais TD apresentaram menores
valores em relacdo aos animais TC. Quanto aos valores normalizados da banda HF, o grupo
SD apresentou valor reduzido em comparacdo ao grupo SC. Entretanto, ambos os grupos
treinados apresentaram maiores valores normalizados da banda HF quando confrontados aos
animais SD. A relacdo LF/HF da VFC foi significativamente menor nos grupos TC e TD em
comparagdo ao grupo SD. Os animais do grupo SD apresentaram maiores valores da variancia
da VPAS e VPAD e maiores valores absolutos e normalizados da banda LF da VPAD, em
comparacdo aos animais SC, TC e TD. O grupo TC apresentou-se maior variancia da VPAS
guando confrontado com o grupo SC. Os animais dos grupos SD e TC apresentaram maiores
valores absolutos do componente LF da VPAS do que os animais SC. Os animais TD
mostraram possuir menor variancia da VPAD do que seu respectivo grupo sedentario,
todavia, apresentaram maior variancia em relacdo aos animais SC e TC. Os animais SD
apresentaram significativamente maior % de fibrose renal em compara¢do aos animais dos
grupos SC, TC e TD e uma maior % de fibrose cardiaca em comparacdo aos animais dos
grupos SC e TC. Evidenciou-se correlacdo significativa entre a associacdo da modulacdo



simpatica da PA através do componente da banda LF da VPAD e os niveis basais da PAD e
uma correlacdo negativa entre a modulagdo simpatica da PA através do componente da banda
de LF da VPAS e os niveis basais da PAS.

Evidenciamos que o treinamento fisico aerobio foi efetivo em reverter o quadro de
disfuncdo autondmica cardiovascular com uma reducdo dos niveis pressoricos e melhora na
fibrose cardiaca e renal em animais tratados com esteroide anabolizante. Em adi¢do podemos
concluir que o treinamento fisico de natacdo concomitante preveniu tais disfuncées, supondo

importantissimo papel cardioprotetor e renal.

Palavras chave: Treinamento. Natacdo. Agentes anabdlicos. Fendmenos fisioldgicos
cardiovasculares. Processos Hemodinamicos. Experimentacdo animal.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate in Wistar rats subjected to physical training by
swimming, the effects of chronic administration of the steroid nandrolone decanoate (DECA)
on cardiovascular autonomic modulation, heart and kidney morphometry and the association
between these variables.

We used 32 male Wistar rats aged 20 weeks, divided into 4 groups according to the
treatment received: sedentary controls (SC), who received the DECA sedentary (SD), trained
control (TC) and trained receiving the DECA. For all statistical analyzes we used a
significance level of p <0.005.

Wwe found lower body weight in animals TD group compared to other groups. The
SD group had higher baseline SBP and DBP when compared to SC, TC and TD, which
presented similar. The Trained rats showed greater bradycardia, higher pulse intervals and
lower absolute values of LF when compared with their respective sedentary. SD animals
showed less variance in HR and higher absolute value of the LF component in relation to
animals in group SC. The animals in the TC group showed higher absolute values of the HF
component compared to SC and SD groups, while the TD animals showed lower values
towards animals TC. The values of normalized HF band, the SD group showed reduced value
compared to the SC group. However, both trained groups had higher normalized values of HF
banda when confronted animals SD. The LF / HF HRV was significantly lower in groups TC
and TD compared to the SD group. The animals in the SD group showed higher values of
variance and VPAS VPAD and greater absolute and normalized values of the LF banda
VPAD compared to animals SC, TC and TD. The CT group showed a greater variance of
VPAS when confronted with the SC group. The animals in groups SD and CT showed higher
absolute values of LF component of VPAS than SC animals. The animals showed TD has
smaller variance than the VPAD their respective sedentary group, however, showed greater
variance in relation to animals SC and TC. SD animals had significantly greater% of renal
fibrosis compared to groups SC, TC and TD and a higher% of cardiac fibrosis in comparison
to groups SC and TC. Showed a significant correlation between the association of
sympathetic modulation of PA through the LF component of banda VPAD and baseline DBP
and a negative correlation between the sympathetic modulation of PA through the band
component of the LF VPAS and baseline levels SBP.



We observed that exercise training was effective in reversing the framework of
cardiovascular autonomic dysfunction with a reduction in blood pressure levels and improves
morphology and cardiac and renal injury in animals treated with anabolic steroid. In addition
we conclude that physical training swimming concomitant prevented such dislocations,

assuming important cardioprotective role and kidney.

Key-words: Training. Swimming. Anabolic agents. Cardiovascular physiological
phenomena. Hemodynamics. Animal experimentation.
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1 INTRODUCAO

Frente a necessidade de se questionar a existéncia dos efeitos benéficos resultantes do
uso dos esteroides anabdlicos androgénicos sobre a performance e quais os reais maleficios a
cerca do abuso destas substancias, e averiguar qual o papel do treinamento fisico aerdbio
frente a tais alteracfes, derivamos a precisdao de desenvolver tais questionamentos com a

elaboracdo deste estudo.

1.1 OBJETIVOS

O presente estudo traz os objetivos propostos subdivididos em uma forma geral e em

especificos:
1.1.1 Geral

Avaliar os efeitos da administracdo crénica de DECA sobre a modulacdo autonémica

cardiovascular e morfometria cardiaca em ratos wistar submetidos ao TF por natacao.

1.1.2 Especificos

» Avaliar em ratos Wistar alteracdes decorrentes da administracao cronica de DECA e
os efeitos do TF sobre:

* Peso corporeo;

* Os valores basais da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial;

* Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), da pressao arterial sistolica (VPAS) e
diastolica (VPAD) através de analises lineares;

* Peso e morfometria cardiaca;

* Peso e morfometria renal;

* Correlagao entre a administragdo de DECA, modulacao autondmica cardiovascular e

morfometria cardiaca e renal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO DOS ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS

Desde a antiguidade, a necessidade de sobreviver, bem como a superagdo das
adversidades da natureza e de um oponente, fez com que o homem adorasse a forca fisica. Na
época das olimpiadas da Grécia Antiga, ja haviam relatos do uso de plantas, ervas e
cogumelos, com o intuito de favorecer o desempenho dos atletas (GRIVETTI; APPLEGATE,
1997).

Em 1889, o fisiologista francés Charles Edquard Brown-Séquard, referiu descobrir
uma forma de rejuvenescimento através de hormoénios masculinos, masserando testiculos de
porcos e caes, ele transformou em uma solugéo de sais e injetou e si mesmo. Entretanto o
retorno de sua resisténcia fisica durou em cerca de 30 dias e depois comegou a enfraquecer e
faleceu alguns anos mais tarde. Atualmente, Brown-Séquard é considerado o pai da
endocrinologia, especialmente a organoterapia (SALZANO JR, 1991; AQUINO NETO,
2001).

Na década de 1920 teve-se advento o que veio a ser considerado como a
endocrinologia moderna, iniciando-se com a “organoterapia”, que se comegou com cientistas
enxertando testiculos de macacos em atletas (AGUINO NETO, 2001). Os fatos acima, dentro
outros, os quais estdo descritos na literatura no decorrer da histdria, nos mostra que o desejo
da superacédo nao é um feito recente na biografia humana.

H& muito tempo atletas raramente competem somente para seu préprio prazer, eles
tornaram-se uma grande arma politica, representando em diversas ocasifes o orgulho de seu
pais. Ndo se pode deixar de perceber também que houve mudangas nas competicGes, onde o
profissionalismo e a comercializacdo tomaram conta do esporte ao ponto de acarretar aos
atletas uma intensa pressdo para que se conquistem a vitoria, o que pode leva-los a fazer uso
de diversos recursos para conseguir alcancar a gloria (SALZANO JR, 1991; AQUINO NETO,
2001; NIDA, 2001).

N&o so atletas em competi¢fes, mas também homens e mulheres de distintas classes
sociais e padrbes econdmicos, na busca em obter rapidamente uma satisfacdo com a imagem
corporal e uma melhora no desempenho fisico, volta e meia tem recorrido ao consumo de
recursos ergogénicos, dentre esses se encontram 0s esteroides anabolicos androgénicos

(EAA). Obtendo assim uma aceleracdo no processo de crescimento de massa muscular e



20

ganhos de forca (CECCHETTO; FARIAS; CORREA, 2010; MELNIK; JANSEN; GRABBE,
2007; SULLIVAN et al., 1998; HEBERT et al., 1984). A literatura cientifica se refere aos
ergogénicos (do grego “ergon”, trabalho, e ‘“gennan”, produzir) como sendo quaisquer
substancias ou fendmenos que melhoram o desempenho fisico de um individuo (WILMORE;
COSTILL, 2010).

2.2 EPIDEMIOLOGIA E ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS

Bahrke et al. (2000), em uma revisao bibliogréfica relata que existe uma prevaléncia
global do consumo de EAA entre adolescente em cerca de 1 a 3%.

Em 2001, Kanayama et al. relataram que na época podiam existir mais de 1,5 milhdes
de usuarios de EAA, frequentadores de academias nos Estados Unidos da America (EUA). A
National Institute Drug Anabolic (NIDA, 2010), em uma pesquisa de entrevista com jovens,
mostrou que 0,5% dos alunos da 82 série, 1,0% dos alunos do 102 série e 1,5% dos alunos do
122 série, fizeram uso de EAA pelo menos uma vez no ano.

No Brasil ndo se tem uma estimativa nacional do uso ilicito dos EAA, levantamentos
realizados pelo Centro Brasileiro de Informacfes sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID)
mostraram que o consumidor preferencial esta entre individuos del8 e 34 anos de idade e, em
geral, é do sexo masculino.

Vérias estimativas de prevaléncia regionais destas substancias veem sendo
apresentadas em diferentes segmentos da sociedade e diversas modalidades da pratica
desportiva, com resultados bastante variaveis (IRIART; CHAVES; ORLEANS, 2009;
IRIART; ANDRADE, 2002; AZAMBUJA; SANTOS, 2006; AGUIAR; BRITO; PINHO,
2011).

Diversos sd@o os anabolizantes utilizados no mercado (Tabela 2), eles podem ser
consumidos na forma oral ou injetavel, sendo tanto de origem nacional como internacional
(CEBRID).

Geralmente o consumo de EAA é iniciado com uma dose baixa, que é aumentada com
0 tempo até atingir dosagens extremamente exorbitantes, chegando a exceder de 10 a 100
vezes 0s valores fisiologicos (WU, 1997), essa pratica é denominada de piramide (CEBRID).

Um dos EAA mais utilizados em todo o0 mundo é o decanoato de nandrolona (DECA),
devido ao seu moderado potencial androgénico e boa propriedade anabolica, sendo a forma
injetavel a mais comum (KUTSCHER et al., 2002; PERRYet al., 2005). O uso do DECA
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resulta em significativo aumento nos niveis de fator do crescimento do tipo Insulina 1 (IGF-1)
no masculo, o qual é uma proteina que atua na regulacdo do crescimento das células
musculares, estimulando sintese proteica e demonstrando efeito hipertrofico sobre fibras
musculares (BOFF, 2010).

Em estudo recente realizado no municipio de Uberaba-MG e regido, verificou-se em
um grupo de fisiculturistas que afirmaram fazer uso de EAA, que a maioria faz uso de DECA
(83,3 %), e que 91,6 % dos usuarios faz uso desta substancia pelo método de combinacao de
drogas (NASCIMENTO et al., 2012).

Tabela 1. Lista dos anabolizantes mais utilizados no mercado

Nome comercial

Nome das substancia(s) ativa(s)

Apresentacao

Anabol, Dianabol
Anabolicum vister
Anavar
Androxon

Deca-durabolim

Durateston

Equipoiese *
Gabormon
Gerosenil
Hemogenin

Proviron

Testiormina,

Deposteron

Winstrol

Metandrostonelona
Quimbolona
Oxandrolona

Undecanoato de testosterona

Decanoato de nandrolona

Propionato de testosterona,
fenilpropionato de testosterona,
isocaproato de testosterona,
caproato de testosterona
Undecilenato de boldenone
GABA e metiltestosterona
Metiltestosterona
Oximetolona
Mesterolona

Cipionato de testosterona

Estanozolol

Cépsulas de 5 mg
Cépsulas de 10 mg
Cépsulas de 2,5 mg
Cépsulas de 40 mg

Ampolas de 1 Imcom 25 e
50 mg/ml

Ampolas de 1 mi

Ampolas de 2 ml
Cépsulas com 1,5 mg e 10 mg
Cépsulas de 10 mg
Cépsulas de 50 mg
Cépsulas de 10 mg
Ampolas de 1 ml com 30
mg/ml
Ampolas ou cépsulas de 10
mg

*Droga para uso veterinario em equinos.
Fonte: LIMA; CARDOSO, 2011.

2.3 CARACTERISTICAS DOS ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS

Hormonios sdo substdncias quimicas produzidas e secretadas pelas glandulas
enddcrinas e que, langadas na corrente sanguinea, coordenam o funcionamento do organismo
como um todo (GHISELLI; JARDIM, 2007). Os horménios podem ser divididos em dois

grandes grupos com base em sua natureza quimica: aqueles sintetizados a partir de
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aminoacidos (peptideos e aminas biogénicas) e aqueles derivados de modificacdes quimicas
do colesterol (esteroides) (CORONHO et al., 2001).

Os horménios esteroides sdo produzidos, principalmente pelo cortex da supra-renal e
pelas gbnadas masculinas e femininas, sendo a testosterona considerada o hormonio esteroide
androgénico mais importante para 0 sexo masculino (SILVA; DANIELSKI,
CZEPIELEWSKI, 2002).

A testosterona no homem € 95% sintetizada pelas células de Leydig, nos testiculos, e
5% pelas supra-renais, com uma producdo didria em cerca de 8 mg. Os niveis normais de
testosterona apds a puberdade variam entre 350 e 1000 ng/dl, havendo um declinio desses
valores apés os 50 anos. (CORONHO et al., 2001; KATZUNG 2006).

A natureza quimica hidrofébica dos hormonios esteroides ndo permite que se
dissolvam facilmente nos fluidos extracelulares, portanto estes sdo em sua maioria
transportados no sangue acoplados a uma proteina plasméatica (GRACILE et al., 2010;
CORONHO et al, 2001). A testosterona é transportada na corrente sanguinea carreada pela
globulina transportadora de hormonios sexuais, a glicoproteina hepética e a albumina; apenas
cerca de 1-2% de sua concentracao é encontrada livre no sangue (CORONHO et al, 2001;
MARQUES; PEREIRA; AQUINO NETO, 2003; KATZUNG 2006).

Em mamiferos, a secrecdo de testosterona é pulsatil e regulada por feedback negativo.
Quando hé falta de testosterona, estimulos oriundos do hipotdlamo, instigam a secrecdo do
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) a estimular a glandula pituitaria a liberar
horménio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH), aumentando a sintese de
testosterona. Em contrapartida, quando ha excesso de testosterona, hd uma supressdo da
secrecdo de ambas gonadotrofinas, diminuindo a producdo enddgena do horménio e da
espermatogénese (LISE et al., 1999).

A testosterona € sintetizada a partir do colesterol, que ap6s sucessivas oxidacdes forma
a pregnenolona (principal precursor dos hormonios esteroides), essa etapa da transformacao
ocorre na mitocoéndria, durante este processo ha também a formacao do deidroepiandrosterona
(DHEA) e androstenediona. Os testiculos e as supra-renais também secretam em pequenas
guantidades estes dois esteroides, sendo que os testiculos ainda secretam em quantidade bem
menores 0 5-a-diidrotestosterona (DHT). Todos esses androgénios sao posteriormente
convertidos em testosterona no figado (HANDLESMAN, 2001; SILVA; DANIELSKI,;
CZEPIELEWSKI, 2002; MARQUES; PEREIRA; AQUINO NETO, 2003).

Os principais efeitos androgénicos e anabdlicos da testosterona estdo listados na

Tabela 2, logo a seguir:
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Tabela 2. Efeitos androgénicos e anabdlicos da testosterona

Efeitos androgénicos Efeitos anabdlicos
Crescimento do penis Aumento da massa muscular
Espessamento das cordas vogais Aumento da concentracdo de hemoglobina
Aumento do libido Aumento do hematocrito
Hirsurtismo Aumento da retengéo de nitrogenio
Aumento da secrecdo nas gladulas sebaceas Reducao dos estoques de gordura corporal
Padrdo masculino dos pélos pubianos Aumento da deposic¢ao de calcio nos 0sso

Fonte: adaptado de GHAPHERY, 1995.

Devido ao fato da testosterona apresentar uma meia-vida plasmatica relativamente
curta, diversas modificacdes na sua base estrutural quimica foram realizadas (Figura 1), a fim
de se encontrar derivados sintéticos com maior tempo de atuacdo no plasma, maior atividade
bioldgica e para que também apresentasse menores efeitos androgénicos, aliados a maiores
acOes anabolicas (LISE et al., 1999; BHASIN et al., 1996). Estas moléculas sintéticas e semi-
sintéticas sdo conhecidas como EAA, cujos principais objetivos sdo aumentar a concentracao
de testosterona e metabolitos essenciais para o desenvolvimento e manutencdo de
caracteristicas sexuais masculinas (LISE et al., 1999; SULLIVAN et al., 1998).

A atividade anabdlica da testosterona, assim como de seus derivados, manifesta
primariamente uma acdo miotrofica resultando em um aumento da massa e for¢a muscular
(SHAHID, 2001). Estes hormdnios agem nas células-alvo ligando-se a receptores especificos
que podem estar na membrana, citoplasma ou no nicleo da célula (GRACELI et al., 2010).
Além disso, existem evidéncias do papel anticatab6lico exercido pela administracdo de doses
suprafisiologicas de testosterona ou de seus analogos.

Os EAA de administracdo oral apresentam um maior grau de hepatotoxidade, ao
passar por um processo denominado 17 -a-alquilagdo, onde ocorre um processo de inativacéo
metabolica. Um grupo alquilo (metil ou etil) na posicdo 17- o da molécula faz com que o
grupo hidroxilo (-OH) secundario em posi¢do 17-B, se transforme num grupo terciario, ndo
oxidavel, isto elimina a oxidacdo hepatica natural que ocorria no grupo —OH da posi¢do 17-8,
desta forma ocorre um retardo da inativacdo hepética da testosterona e os produtos se tornam
oralmente ativos e mais resistentes. Quando ocorre esta acdo, o figado recorre a outros
processos, menos eficientes e mais exigentes, 0 que traz como desvantagem a grande
sobrecarga hepatica (SHAHID, 2001).
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Os EAA injetaveis tem a sua molécula mais soltvel devido a esterificacdo do grupo
17-hydroxil, a esterificacdo deste grupo com o &cido decandico, uma longa cadeia de 4cidos
graxos, permite Gtima atividade anabdlica da molécula em um periodo de seis a sete dias,
estas substancias apresentam menor hepatoxidade, porém sdo mais toxicas aos rins
(SHAHIDI, 2001).

O fato do DECA ser a principal droga utilizada no mundo, deve-se justamente ao fato
dele ter um moderado potencial androgénico associado a propriedades anabdlicas maiores do
que a testosterona. Tal fato se explica porque a substancia ativa (nandrolona) sofre acéo da
enzima Sa-redutase, originando um metabolito que possui baixa afinidade pelo receptor
androgénico, ao contrario da DHT (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002). Os
metabdlitos da nandrolona, 19-norandrosterona e 19-noretilcolanona, séo utilizados como
marcadores urinarios de doping, e que podem ser detectados apds 6 meses de uma Unica
injecdo intramuscular de 150 mg de DECA (BAGCHUS et al., 2005).

Atualmente, tais compostos sdo comumente usados em doses terapéuticas no
tratamento clinico para diversos acometimentos, tais como: anemias (HICKSON; BALL;
FALDUTO, 1989), hipogonadismo (BHASIN et al., 1997), deficiéncia androgénica parcial em
homens idosos, deficiéncia androgénica secundaria a doencas cronicas (CONWAY et al.,
2000), osteoporose, (GORDON et al., 1999), sarcopenia (SILVA et al., 2006), sindrome de
Turner (LARANJEIRA; CARDOSO; BORGES, 2010) e muitas outras.

Atualmente, todos os EEAs sintéticos e semi-sintéticos comercializados séo
compostos derivados da testosterona (GHAPHERY, 1995), embora seu uso seja muito
empregado, a administracdo destes ndo esta restrita a préatica terapéutica, sendo que 0 uso
estético ndo € clinico, portanto é ilegal e ainda acarreta problemas a satde.

a H;C)I\ b B OH
HC [ | H L Hj
~ A A i P z

D R -~ IE:I# — e
Figura 1 - Estrutura quimica de esteroides anabdlicos. a) da testosterona, b) do decanoato de

nandrolona.
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2.4 EFEITOS COLATERAIS A CERCA DO ABUSO DOS ESTEROIDES ANABOLICOS
ANDROGENICOS

Infelizmente, cada vez mais o efeito terapéutico dos anabolizantes é desvirtuado a
ponto da prépria concepc¢do leiga do seu nome ser associada a um perigo iminente, o que de
fato se justifica em decorréncia dos abusos cometidos e dos episddios tragicos frequentemente
relatados (BARROS NETO, 2001).Segundo Yap et al. (1996), o uso de EAA associados a
pratica desportiva sempre esteve cercado de enigmas quanto as suas consequéncias e
beneficios.

Apesar dos efeitos positivos em relacdo ao ganho de massa muscular e auxilio na
melhora do desempenho fisico vérios efeitos adversos estdo volta e meia associados ao uso
abusivo de anabolizantes, que incluem: perfil pro-aterogénica e pro-trombotico, maiores
concentragOes sanguineas de glicose (MAIOR et al., 2011), trombose venosa profunda (TVP),
levando a embolia pulmonar (ALHADAD et al., 2012); tumores granulomatosos nas regides
que se injetavam os esteroides (FERNANDEZ-FLORES et al., 2011); tumores no figado
(WAKABAYASHI et al., 1984); problemas renais como nefrite intersticial e necrose tubular
aguda (DAHER et al., 2009); homens apresentaram atrofia do tecido testicular, alteracdes na
morfologia do esperma, infertilidade (EVANS, 2004); mulheres mostraram irregularidades no
ciclo menstrual (MARAVELIAS et al., 2005) e efeitos virilizantes caracterizados pelo
engrossamento da voz, hirsutismo, atrofia das mamas, alteracbes na libido e hipertrofia
clitoriana (HOFFMAN; RATAMESS, 2006). Em adolescentes de ambos 0s sexos ocorrem
fechamento prematuro das epifises dsseas, virilizacdo irreversivel e limitagdo do crescimento
(MOURA, 1984; HATFIELD, 1986; LABREE, 1991; WU,1997; LISE et al., 1999;
BACURAU, 2001; DAWSON, 2001).

O uso indiscriminado de EAAs pode também induzir disfuncdo na regulacdo do
sistema nervoso autondmico (SNA) (MAIOR et al., 2013), acarretando um desequilibrio
simpato-vagal, que é representado através de uma tendéncia de hiperestimulacéo simpatica e
uma atenuacdo da modulagdo vagal (PEREIRA JUNIOR et al.,, 2006). Sendo que tais
alterac6es no SNA devido a esta disfuncdo autondmica, podem afetar adversamente a saude,
acarretando desde episodios ocasionais de hipotensdo até a doencas neurodegenerativas
progressivas (HERRING; DANSON; PATERSON, 2002; HODGIN et al., 2002; BEUTEL et
al., 2005; PEREIRA JUNIOR et al., 2006; MITSUSHIMA et al., 2008; BISSOLI et al.,
2009).
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Além disso, existem varios relatos na literatura a respeito que o uso de altas doses de
EAA ndo se restringe somente a complicacGes fisicas, ele ainda pode acarretar alteragdes
psicolégicas e psiquiatricas, tais como: distdrbios do humor, maior impulsividade,
agressividade, além de crises de mania, comportamentos antissociais, delirio, paranoia, surtos
esquizofrénicos e até suicidio (MARTINS et al., 2005; LIMA; CARDOSO, 2011).

Sendo que os riscos de complicacBes tendem a aumentar, a medida que 0 usuério
associa varios agentes anabdlicos combinados, proporcionando diferentes respostas ao

organismo pela interacdo entre eles (BOFF, 2010).

2.5 EFEITOS CARDIOTOXICOS A CERCA DO ABUSO DE ESTEROIDES ANABOLICO
ANDROGENICOS

Em contraste aos beneficios observados como resposta ao treinamento fisico,
principalmente o aerdbios, diversos estudos vem mostrando alteracbes e adaptacbes no
sistema cardiovascular associado a superdosagem de EAA a doencas cardiovasculares, tais
como: disfungbes no controle reflexo e tbnico no sistema cardiovascular, aumento da
hipertensdo arterial (BEUTEL; BERGAMASHI; CAMPOS, 2005), desenvolvimento de
alteracbes eletrocardiogréaficas (STOLT et al., 1999), fibrilacdo atrial (SULLIVAN;
MARTINEZ; GALLAGHER, 1999), hipertrofia cardiaca (FAR; AGRE; THIBLIN, 2012),
infarto do miocardio (HUIE, 1994), insuficiéncia cardiaca (BAGGISH et al., 2010).

De acordo com a Diretriz da Sociedade Brasileira de Medicina do Esporte (2005) o
uso de EAAs por individuos abaixo de 30-35 anos € uma das principais causas de morte
subita relacionada ao exercicio. Existem descrito na literatura diversos relatos de casos que
associam a ocorréncia de morte cardiaca subita ao uso abusivo de EAAs (MELCHER,;
WELDER, 1995; SULLIVAN, ET AL. 1998; FINESCHI et al.,, 2001; URHAUSEN;
ALBERS; KINDERMANN, 2004; FAR; AGREN; THIBLIN, 2012).

Uma consideracdo importante a ser feita € que a incidéncia de eventos
cardiovasculares induzidos por EAAs ndo é bem conhecida, pode-se dizer que 0s dados sobre
as consequéncias de como o consumo de EAA afeta a saude cardiovascular sao
primordialmente limitadas a estudos de casos e um singelo nimero de estudos de coorte

pequenos.
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2.6 IMPLICACOES ETICAS AO USO DE ESTEROIDES

Devido as diversas razdes de ordem ética e aos efeitos adversos a saude, o uso de EAA
foi proibido pelo Comité Olimpico Internacional (COI) desde 1976, nas Olimpiadas de
Montreal, onde foi realizado pela primeira vez o exame antidoping. Entretanto, os primeiros
testes ndo conseguiam distinguir as diferencas entre esteroides sintéticos e endégenos, sendo 0
inicio deste problema solucionado em 1984 onde passou-se a detectar amostras de EAA com
auxilio de cromatografia a gas e espectrometria de massa (MOTTRAN; GEORGE, 2000).

Em 1998, o American College of Sports Medicine (ACSM) fez um posicionamento
oficial a respeito do uso de EAA, onde declarou que a utilizagdo destas substancias por atletas
é contraria aos principios éticos da competicao desportiva e, dessa forma, é repudiado.

No Brasil, segundo os critérios da Portaria 531, de 10 de julho de 1985 (Ministério da
Educacdo) o uso de EAA, substancias estimulantes e narcéticos é considerado dopagem no
esporte. E também, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, com a Lei n® 9.965 de 27 de
abril de 2000, restringe a venda de esteroides anabolizantes para uso humano, onde para a
compra tornam-se obrigatério a apresentacdo e retencdo da receita emitida por médico ou
dentista, restringindo-se assim a comercializacdo em todo territério nacional.

Atualmente, o COI colocou vinte esteroides anabolizantes e compostos relacionados a
eles como drogas banidas, ficando o atleta que fizer uso destas substancias sujeito a duras
san¢Oes (CEBRID).

Atitudes condenatérias e a énfase na proibicdo do uso de EAA podem,
paradoxalmente, ter contribuido para o0 aumento do consumo destas substancias compradas no
chamado mercado negro, pois na tentativa de driblar tal proibicdo, os usuarios passaram a
recorrer frequentemente a este meio. O que colabora para a utilizacdo de medicamentos de
qualidade duvidosa ou inadequados ao consumo humano (SALZANO JR, 1991; MELNIK;
JANSEN; GRABBE, 2007), os quais provavelmente potencionalizam os riscos de efeitos
adversos a saude dos usuarios.

Enfoca-se que o uso ilicito de EAA representa atualmente um crescente problema de
salde publica em todo o mundo (KANAYAMA; HUDSON; POPE-JUNIOR, 2008) e que a
auto-administracdo e recomendacdes de dosagens por parte de profissionais ndo-meédicos

tambem favorecem a disseminagéo dos EEAs.
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2.7 EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO

O exercicio fisico caracteriza-se por uma situacdo que retira 0 organismo de sua
homeostase, pois implica no aumento instantaneo da demanda energética da musculatura
exercitada e, consequentemente, do organismo como um todo (BRUM et al., 2004).

Diversas adaptacdes fisiologicas sdo induzidas pelo treinamento fisico (TF), os quais
ocorrem desde os primeiros dias de treinamento (adaptacfes de curto prazo), como podem
levar meses (médio prazo) e adaptacdes que normalmente podem levar até anos para que
ocorram (longo prazo) (MIDGLEY; MCNAUGHTON; WILKINSON, 2006). Sobretudo, vale
ressaltar que estas alteragcbes ndo ocorrem exatamente da mesma forma em todos oS
individuos, tem que levar em consideracdo a individualidade de cada sujeito e do tipo de
exercicio realizado. Varios sdo os protocolos de TF descritos na literatura, os quais podem
diferenciar entre si frente as intensidades, volumes e modalidades de exercicios.

Inimeros estudos apontam uma relacdo direta entre melhor qualidade de vida,
prevencdo de processos morbidos e a préatica regular de exercicio fisico, em contrapartida,
mostram a forte relacdo entre o estilo de vida sedentario e doencas coronarianas, obesidade,
hipertensdo arterial, dislipidemias e diabetes (NEGRAO; TINUCCI; RONDON, 1999;
SILVA; GIORGETTI; COLOSIO, 2009). O efeito positivo do TF em vérias doencas ja foi a
tempos reconhecidos, existem evidéncias crescentes de que um estilo de vida que inclui
atividade fisica oferece protecdo contra muitas doencas, além de atuar como terapéutico no
tratamento de varias condicGes fisiopatoldgicas (HASKELL et al.,, 2007; COSTA, 2004,
WOODS; VIEIRA; KEYLOCK, 2006).

O desenvolvimento de programas de TF pode promover varias adaptacdes em varios
sistemas fisioldgicos, tais como o muscular, cardiaco, imunoldgico e outros, pois as alteracdes
solicitadas pelo exercicio fisico reforcam a comunicacdo entre esses diversos sistemas
(COSTA, 2004).

O treinamento resistido, ou também chamado de treinamento de forga, envolve a
ativacdo voluntaria de musculos esqueléticos especificos contra alguma resisténcia externa
que é fornecida pela préopria massa corporal, pesos livres ou maquinas especificas (WINETT;
CARPINELLI, 2001). Este treinamento também desenvolve um importante papel na
reabilitacdo de muitas doencas, bem como diabetes, artrite, polimiosite, dermatomiosite,
auxilia também para a melhoria da capacidade de marcha e de qualidade de vida de pacientes
idosos, com parkinson, com doenca arterial obstrutiva periférica e ainda pode promover a

prevencéo de perca de massa 0ssea e muscular em pacientes idosos e em mulheres no periodo
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da menopausa (CAMARA et al., 2007; CAMBRI; SANTOS, 2006; FALVO; SCHILLING,;
EARHART, 2008; ESCALANTE; MILLER; BEARDMORE, 1993; WOOTEN et al., 2011)
entre muitas outras.

A prética de um treinamento aerdbio traz muitos beneficios ao organismo, entre 0s
quais se observa: diminuigdo da frequéncia cardiaca (FC) em repouso e do trabalho cardiaco
(KENNEY, 1985), aumento da sensibilidade barorreflexa (DE ANGELIS et al., 2004),
reducdo da PA em portadores de hipertensdo leve e moderada, reducéo das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e dos triglicerideos, aumento das lipoproteinas de alta densidade
(HDL), diminuicdo da tensdo emocional e controle da obesidade (ARCA; FIORELLI;
RODRIGUES, 2004).

A natacdo é um treino aerébio cuja pratica tem-se acentuado, vem sendo
significativamente prescrita inclusive como tratamento ndo-farmacol6gico adjuvante em casos
de hipertensdo arterial sistémica (HAS), obesidade e coronariopatias (MEDEIROS et al.,
2000). Além disso, atualmente é frequentemente utilizada como protocolo de TF envolvendo

modelos experimentais.
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3 JUSTIFICATIVA

Até onde sabemos, ndo encontra-se na literatura atual, informacGes referentes aos
efeitos da administracdo crénica de EAA sobre a morfometria cardiaca e renal e, sua
associacdo com a modulacdo autondmica cardiovascular em modelos experimentais, bem
como os efeitos do treinamento fisico aerdbio sobre tais alteracdes.

Deste modo, faz-se imprescindivel o desenvolvimento de novos estudos com o intuito
de verificar o potencial risco do uso indiscriminado de EAA, para elucidar as alteracoes
causadas por estas substancias frente ao organismo e assim verificar os reais efeitos colaterais,

e divulgar tais descobertas a populacdo em geral e aos usuarios.
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4 HIPOTESES

A hipdtese do presente estudo é que a administracdo do DECA ira desencadear uma
disfuncdo autondmica cardiovascular e, consequentemente, essa disautonomia estard
associada a maiores niveis de lesGes renais e cardiacas. Em adicdo, hipotetizamos que o TF

por natacdo provocara efeitos benéficos sobre tais alteracdes.
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5 METODOS

O modelo animal € muito utilizado atualmente no mundo inteiro para diversos tipos de
pesquisas. Sao Vvérias as finalidades dos experimentos realizados com animais, no presente
estudo o modelo animal foi utilizado como meio para investigar mecanismos que ndo séo
possiveis de serem analisados diretamente em humanos, devido ndo sé aos metodos invasivos,

mas também para se ter um maior controle diario das varidveis ocorridas.

5.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) com o namero de protocolo 202 (Anexo
A). Todos os procedimentos experimentais empregados neste estudo estdo de acordo com o
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicado pelo US National Institutes of
Health (NIH publication No. 85-23, revised 1996) e o Conselho Nacional de Pesquisa
(CONCEA) sobre o uso e cuidado dos animais de laboratorio em pesquisa (Decreto n° 6.899,
de 15 de julho de 2009) da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL).

5.2 SELECAO DOS ANIMAIS

Para realizacdo do estudo proposto, foram utilizados 34 ratos Wistar (Rattus
norvegicus, var. albinus) machos, pareados por peso e idade. Os animais tinham
aproximadamente 20 semanas de idade, procedentes da mesma linhagem do Biotério da
disciplina de Fisiologia da UFTM, onde foram mantidos em gaiolas coletivas (4 animais por
gaiola - ZOOTECH 375) de polipropileno autoclavavel 414 x 344 x 168 mm forradas por
maravalha, com tampa (grade) em ago galvanizado com separadores em ago inox.

Todos os animais foram mantidos no biotério da disciplina de Parasitologia da UFTM,
em temperatura ambiente de 22-23° C, umidade de 40-70% e fotoperiodo de 12 horas
claro/escuro, onde tiveram livre acesso a agua e racdo (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes Ltda,
Curitiba, PR).
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais, de acordo
com o tratamento recebido: sedentérios controles (SC), sedentéarios que receberam o DECA
(SD), treinados controles (TC) e treinados que receberam o DECA (TD), segundo o esquema

a sequir (Figura 2 ):

Sedentario Treinado
(16) (16)

SC SD TC D
(8) (8) (8) (8)

Figura 2 - Distribuicdo dos animais nos grupos experimentais. NUmero de animais utilizados
expresso entre parénteses: SC - sedentarios controle, SD - sedentarios que receberam o
decanoato de nandrolona, TC - treinados controle e TD - treinados que receberam o decanoato

de nandrolona.

5.3 ADMINISTRACAO DOS EAA

As doses do esteroide DECA (Deca-Durabolin®, Organon, Brasil) foram
administradas uma vez por semana, uma hora apds o TF, com inje¢des intramusculares na
dose de 5 mg/Kg a partir do inicio do protocolo de TF, volumes iguais de 6leo de amendoim
foram injetados pela mesma via nos animais controle. A dose de 5mg/Kg de DECA equivale a
dose abusiva administrada a atletas, cerca de 10 a 100 vezes maior que a dose terapéutica
(POPE; KATZ, 1988).

O tempo de administracdo da droga e do 0leo de amendoim foram equivalentes ao

tempo do protocolo de natagdo, sendo ambos administrados sempre no inicio da semana.
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5.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO

Os animais do grupo treinado foram submetidos a sessbes de TF por natagdo com uma
frequéncia de cinco vezes por semana durante um periodo de oito semanas. O protocolo
consistiu em uma semana de treinamento para adaptagéo, a qual se iniciou com 10 minutos de
treinamento e houve um aumento diario até atingir 50 minutos, sem sobrecarga. A partir da
segunda semana o tempo de treinamento diario passou a ser de 60 minutos e houve um
incremento semanal de 1% de sobrecarga (peso preso a cauda referente % da massa corporal)
até atingir 5% de sobrecarga. Durante a sexta, sétima e oitava semana de treinamento
consistiu em 60 minutos de treinamento com 5% de sobrecarga corporal. (Tabela 3) (adaptado
de LANCHA JUNIOR et al, 1991).

Tabela 3. Protocolo de treinamento

Semana Dia: tempo treinamento Sobrecarga
12sem. 1° dia: 10 min.

2° dia: 20 min.

3° dia: 30 min. Sem sobrecarga

4° dia: 40 min.

5° dia: 50 min.
2 2 sem. 1° a0 5° dia: 60 min Sobrecarga de 1%
32sem. 1° a0 5° dia: 60 min Sobrecarga de 2%
43sem. 1° a0 5° dia: 60 min Sobrecarga de 3%
52sem. 1° a0 5° dia: 60 min Sobrecarga de 4%

6% 7%e 8sem. 1° a0 5° dia: 60 min. Sobrecarga de 5%

Fonte: adaptado de LANCHA JUNIOR et al., 1991.

O protocolo de natacéo foi realizado em um tanque medindo 100 cm x 50 cm x 60 cm,
contendo &gua aquecida em 30°C * 2°C a uma profundidade de 45 cm, suficiente para evitar
gue os animais encostassem a cauda no fundo do mesmo e assim ndo podessem repousar
apoiando a cauda no fundo do tanque. Em cada sessdo de treinamento, seis ratos foram
colocados simultaneamente para nadar no mesmo tanque, sendo que cada animal permaneceu
individualmente em uma reparticao do tanque (Figura 3A).

Os animais dos grupos sedentarios foram colocados no tanque de natacdo e

permanecidos 1a por um periodo de 2 minutos, duas vezes por semana, para efetivar o efeito
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do TF e concretizar que as alteracdes ndo fossem decorrentes de um possivel estresse
aquatico.

Apds o protocolo de treinamento fisico, os animais foram secados com papel toalha e
colocados em uma gaiola sob luz de uma lampada incandescente (40 watts), por um periodo
de 5 minutos, para serem aquecidos antes de retornarem para as gaiolas (Figura 3B) e em
seguida foram levados de volta ao biotério.

Figura 3 — Animais realizando protocolo de treinamento. a) animais realizando o protocolo de
natacao em reparticdes individuais do tanque e b) os animais sendo aquecido sob luz em uma

gaiola.

5.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMODINAMICOS NOS ANIMAIS

Um dia ap6s a ultima sessdo de TF, todos os animais foram inicialmente anestesiados
com Tiobarbital (40 mg/kg, i.p.), em seguida, cateteres de polietileno (PE-10 fundido a uma
extensdo de PE-50; Clay Adams Brand, Polvethylene Tubing, Becton Dickinson, Sparks)
preenchidos com solucdo salina, foram introduzidos na artéria femoral esquerda para registro
direto da PA. Posteriormente, os cateteres foram exteriorizados para a regido dorsal dos ratos.
Imediatamente ap6s o procedimento cirdrgico, todos 0s animais receberam via subcutanea, 2
mg/Kg do analgésico Butorphanol, seguido por uma frequéncia de administracdo a cada 4
horas até o periodo de 8 horas antes do inicio dos registros. Os animais foram alojados em
caixas individuais para recuperacdo pos-operatorio (Figura 4).

Ap6s 24 horas de recuperacdo cirurgica, o cateter arterial foi conectado a um
transdutor de PA e a um amplificador de sinais (Model 8805A, Hewlett-Packard, USA), onde
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o sinal foi convertido por placa andlogo-digital (com frequéncia de amostragem - 1000Hz) e
transferido a um sistema computadorizado de aquisicdo de dados (Aqdados, Lynx Tec.
Eletron. SA, S&o Paulo, Brasil) e em seguida armazenados em computador, para posterior
andlise.

Os animais permaneceram em gaiolas individuais em uma sala com ambiente
tranquilo, onde havia 0 minimo de ruido possivel, com o fluxo de pessoas restrito, a uma
temperatura de 27°C por um periodo de adaptacdo de 15 minutos e em seguida foram
realizados registros continuos da PA pulsatil por 30 minutos para obtencéo dos valores basais
da PA e FC. Posteriormente, esses valores basais foram utilizados para avaliar a VFC e VPA

no dominio do tempo (variancia) e no dominio da frequéncia (analise espectral).
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Figura 4 - Procedimentos experimentais. a) procedimento para anestesia com pentobarbital

sodico, b) localizacdo da artéria e veia femoral, c) seta indica a insercdo do cateter de
polietileno na artéria do femoral, d) cateter exteriorizado no dorso do animal, €) registro com
o0 animal acordado e f) equipamento de registro.



38

5.6 ESTUDO DA VARIABILIDADE DA PRESSAO ARTERIAL E DA FREQUENCIA
CARDIACA

O sinal de PA, continuamente registrado ao longo do protocolo, foi processado por
software (PRE 24), gentilmente cedido pelo professor Eng. Alberto Porta da Universidade de
Mil&o, Italia, de modo a gerar séries temporais batimento-a-batimento de intervalo de pulso
(IP). A variancia dos valores de IP, PAS e PAD dentro do periodo basal foi tomada como um
indice de variabilidade no dominio do tempo (DT).

A variabilidade do IP, PAS e PAD foi também avaliada no dominio da frequéncia
(DF), empregando-se 0 método de analise espectral autoregressivo (PAGANI et al., 1986;
MALLIANI; PAGANI; LOMBARDI, 1991; TASK FORCE, 1996). Séries temporais de IP,
PAS e PAD, coletadas durante os 30 minutos basais, foram divididas em segmentos seriados
de 300 batimentos, sendo que todo segmento sucessivo sobrepunha-se em 50% no segmento
anterior (método de Welch). Usando segmentos estacionarios das series temporais,
parametros autoregressivos foram estimados através do método de Levinson-Durbin e a
ordem do modelo foi escolhida de acordo com o critério de Akaike. Em seguida, sobre cada
segmento estacionario individual de 300 batimentos, a decomposicdo espectral foi realizada
mediante uso do software (LA24), gentilmente cedido pelo professor Alberto Porta da
Universidade de Mildo. Este procedimento permitiu automaticamente quantificar a frequéncia
central e a poténcia de cada componente espectral relevante em unidades absolutas, bem
como em unidades normalizadas.

A normalizacdo dos valores minimiza a interferéncia da potencia total sobre os
componentes, 0 procedimento de normalizacdo foi realizado pela divisdo da poténcia do
componente de baixa frequéncia (low frequency — LF; 0,20-0.80 Hz) ou de alta frequéncia
(high frequency — HF; 0.80 —3.00 Hz) pela poténcia espectral total, da qual se subtrai a
poténcia da banda de muito baixa frequéncia (very low frequency — VLF, 0.01-0.20 Hz),
multiplicando-se o resultado por 100 (MALLIANI, 1991; TASK FORCE, 1996). Os
parametros espectrais obtidos para cada segmento estacionario individual de 300 batimentos
foram medidos e valores médios resultantes para os 30 minutos basais foram coletados para
cada animal. O quociente entre LF e HF (razdo LF/HF) foi utilizado para expressar o
balango simpatovagal. A potencia normalizada dos componentes de LF e HF foi calculada em

unidades normalizadas (un), usando as seguintes equacdes (TASK FORCE, 1996):

LFun= LF / (potencia total — VLF) x 100
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5.7 ESTUDO MORFOMETRICO CARDIACO E RENAL

Ap0s a realizacdo dos protocolos experimentais, todos os animais foram pesados e
anestesiados com tiobarpital (40 mg/Kg, i.p.) e posteriormente eutanasiados com cloreto de
potassio.

5.7.1 Processamento do material

Apds a realizacdo dos protocolos experimentais, todos os animais foram pesados e
anestesiados com tiobarbital (40 mg/Kg, i.p.) e posteriormente eutanasiados com cloreto de
potassio. Imediatamente ap0s a eutandsia, 0 coracao e o rim esquerdo foram excisados, para o
estudo da massa cardiaca morfometria cardiaca e renal. Todos os animais também tiveram
seus coracoes e rins pesados, 0 peso cardiaco foi utilizado para o calculo da razdo a massa do
coragdo/massa corporal, para estimar a ocorréncia de hipertrofia cardiaca e a massa renal para
o célculo da razao peso do rim/peso corporal, para estimar hipertrofia renal.

Todos os 6rgdos foram fixados em formaldeido a 10% por um periodo minimo de 48
horas. Apds a fixacdo, os materiais foram cortados transversalmente do terco médio do
ventriculo esquerdo e corte longitudinal do polo superior ao polo inferior do rim. Em
seguida os orgaos foram submetidos ao processo de desidratacdo em uma série crescente de
alcoois etilicos (70%, 95% e absoluto), e posteriormente procedeu-se a diafinizacdo em xilol
(I, 11 e 1) do material que foi, entdo, impregnado em parafina a 60°C por 2 horas, € em
seguida emblocado em parafina.

5.7.2 Confeccdo das laminas e coloracéo

Apdbs o processamento, cada fragmento parafinizado foi submetido a cortes seriados
em micrétomo rotativo (Leica RM 2245), obtendo-se dois cortes de seis micrometros (um) de
espessura. Ap6s a confeccdo das laminas, estas foram colocadas na estufa em uma
temperatura de 45°C e finalizadas com as coloracdes de picrossirius (PS), sendo que para cada
bloco foi armazenado uma lamina de reserva. Em seguida as coloragcfes, as laminas foram
desparafinizadas em xilol e hidratadas em &lcoois decrescentes (absoluto, 95% e 70%) até
agua destilada. Apos o uso do corante as mesmas foram desidratadas em alcool absoluto (I, 11
e 111), diafanizadas em xilol (I, Il e I11) e montadas com uma gota de entelan e laminula.

O processamento do material foi realizado no laboratério de Pesquisa do Centro de
Educacéo Profissional (CEFORES) - UFTM.
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5.7.3 Morfometria

Apbs o processamento do material e confeccdo das laminas, as amostras foram
examinadas no microscopio e a analise realizada individualmente sem o conhecimento dos
grupos e amostras. Para as analises das Iaminas foram utilizados uma camera acoplada a um
microscopio de luz polarizada, conectada a um computador (Figura 5).

As laminas de coracdo e rim coradas com PS foram utilizadas respectivamente, para
andlise da fibrose cardiaca e detalnamento da fibrose intersticial.

Um aumento final de 20x/2.5 do microscopio foi utilizado e foram quantificadas as
andlises de toda a extensdo de corte das laminas. Esta andlise foi realizada a partir, das
imagens dos cortes histologicos que foram capturados por um sistema digital, através da
captura das imagens por uma camara de video AxioCam ICcl acoplada a um microscopio
Scope Al. As imagens capturadas foram enviadas a um sistema analisador, visualizadas em
um monitor e gravadas para analise morfométrica no programa ImageJ (software Image
ProPlus), previamente calibrado antes de qualquer analise de imagem, adequando-se a

calibracdo de acordo com o tamanho da objetiva utilizada.

Figura 5 - Equipamento para anélise histoldgica

5.8 Analise estatistica

Os parametros hemodinamicos, autonémicos, morfologia cardiaca e renal foram

comparados entre 0s grupos utilizando-se o teste de andlise de variancia de um fator seguido
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pelo teste posthoc de Tukey. Para a andlise de associacdo entre o DECA, modulagéo
autondmica e parametros morfoldgicos, foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson. Todos
os dados avaliados foram expressos como média + erro padrédo da média (xepm). A diferenca
entre os parametros foi considerada significativa quando P<0,05. As analises foram
conduzidas utilizando-se o software SigmaStat 8.0 (Jandel Scientific Software; SPSS,
Chicago, IL).
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6 RESULTADOS

No total, 35 animais foram empregados no presente estudo. Destes, 18 foram
submetidos ao protocolo de TF por natacdo e 17 selecionados como sedentarios, sendo que 1
animal morreu durante a realizacdo do protocolo de natagdo e 2 durante a realizagédo
do procedimento cirdrgico (1 do grupo sedentario e 1 do grupo treinado), totalizando assim 32

animais utilizados para analise.

6.1 PESO CORPORAL

Dados referentes ao peso corporal dos animais ao final do protocolo de TF aerdbico
estdo demonstrados na figura 6. Podemos observar que apds oito semanas, 0s grupos SC, SD
e TC apresentaram peso estatisticamente semelhante (491,88 + 2,98 g; 471,25 + 15,46 g e
483,13 £ 4,32 g) respectivamente. Por outro lado, o grupo que recebeu DECA e realizou o
treinamento fisico apresentou menor ganho de peso (459,00 + 12,06) em relagdo ao grupo SC
(p<0,001).

500 -
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SC SD TC TD

Figura 6 - Valores da média (xEPM) do peso corporal dos animais. SC -
sedentarios controles, SD - sedentérios tratados com DECA, TC - treinados
controles, TD - treinados tratados com DECA. *p<0,001 vs. SC.
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6.2 PARAMETROS HEMODINAMICOS

Analisando os valores obtidos da FC de repouso nos animais controle (297,50 * 4,09
bpm) e DECA (290,99 + 6,21 bpm) que realizaram o programa de exercicios fisicos (figura
7), podemos observar que ocorreu uma maior bradicardia em ambos 0s grupos comparados
aos grupos SC (356,54 + 7,32 bpm) e SD (334,71 + 7,23 bpm; p<0,05). N&do ocorreram

diferencas significativas entre os grupos sedentarios.
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Figura 7 - Valores da média (xEPM) da frequéncia cardiaca (FC) de repouso
dos animais. SC - sedentérios controles, SD - sedentéarios tratados com
DECA, TC - treinados controles e TD - treinados tratados com DECA.
*p<0,001 vs. SC; *p<0,05 vs. SD.
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Analisando o resultado referente aos valores basais da PAS (figura 8), podemos
evidenciar que ndo ocorreram diferencas consideraveis entre os animais dos grupos SC
(120,70 = 1,90 mmHg), TC (121,71 £ 2,38 mmHg) e TD (122,45 + 3,91 mmHg). Os animais
sedentarios que foram tratados com DECA, entretanto, apresentaram maiores valores da PAS

(127,67 £ 1,51 mmHg) em comparagédo aos SC (p<0,05).
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Figura 8 - Valores da média (xEPM) da presséo arterial sistolica (PAS) de
repouso dos animais. SC - sedentarios controles, SD - sedentarios tratados com
DECA, TC - treinados controles, TD - treinados tratados com DECA. *p<0,05
vs. SC.



45

Ao evidenciarmos os valores basais da PAD (figura 9), podemos notar que a mesma
seguiu 0 mesmo comportamento da PAS, ou seja, ndo ocorreram diferencas significativas
entre os grupos SC (90,25 + 1,99 m), TC (90,12 + 29 mmHg) e TD (89,71 = 2,32 mmHg),
porém, os animais SD apresentaram elevados niveis da PAD (100,35 + 1,95 mmHg)

comparados aos animais do grupo SC (p<0,05).
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Figura 9 - Valores da média (tEPM) da pressdo arterial diastélica (PAD) de
repouso dos animais SC - sedentérios controles. SC - sedentarios controles, SD
- sedentarios tratados com DECA, TC - treinados controles, TD - treinados
tratados com DECA. *p<0,05 vs. SC.
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6.3 MODULACAO AUTONOMICA CARDIOVASCULAR

Os resultados obtidos da VFC tanto do dominio do tempo quanto do dominio da
frequéncia estdo evidenciados na tabela 4.

Os animais dos grupos TC e TD apresentaram maiores intervalos de pulso
comparados aos seus respectivos grupos sedentarios (p<0,05). Os animais SD mostraram ter
uma menor variancia da FC em relacdo aos animais do grupo SC (p<0,05).

O grupo SD apresentou maior valor absoluto do componente LF em comparacao ao
grupo SC. Por outro lado, ambos os grupos treinados obtiveram menores valores absolutos de
LF quando confrontados aos animais sedentarios (p<0,05). N&o se observou diferencas
significativas quanto aos valores normalizados da banda LF da VFC.

Os animais do grupo TC apresentaram maiores valores absolutos do componente HF
em comparacao aos grupos SC e SD (p<0,05). Em contrapartida, os animais TD apresentaram
menores valores absolutos de HF quando comparados aos animais TC (p<0,05). Quanto aos
valores normalizados da banda HF, o grupo SD apresentou valor reduzido em comparacao ao
grupo SC (p<0,05). Entretanto, ambos os grupos treinados apresentaram maiores valores
normalizados da banda HF quando confrontados aos animais SD (p<0,05).

A relacdo LF/HF da VFC foi significativamente menor nos grupos TC e TD em
comparagdo ao grupo SD (p<0,05).



47

Tabela 4 — Valores das médias (EPM) dos componentes da VFC no dominio do tempo e da

frequéncia dos animais.

SC SD TC D
(n=08) (n=08) (n=08) (n=08)

IP (ms) 168.7+3.4 179.9 +4.2 019+2.7%F 2068 +4.4%t
Varidincia (ms’) 249+4.1 13.9 +1.3* 30,7+ 10,2 177+ 2.1
LF (ms’) 384009 64+03% 22+06%t 2440.5%
LF (nu) N8+76 M 1+55 129+ 1.6 143+15
HF (ms?) 45407 34405 7.0 £ 0,65t 414072
HF (nu) 8§5.7£25 76.4 +2.0% 89.5 + 0.9t 857+ 16t
Relacio LF/HF 14405 21403 03011 0.6+0.11

SC - sedentérios controles,

SD - sedentarios tratados com DECA,
TC - treinados controles,

TD - treinados tratados com DECA.
LF - banda de baixa frequéncia

HF - banda de alta frequéncia

nu - unidades normalizadas

*p<0,05 vs. SC,

T p<0,05 vs. SD,

#0<0,05 vs. TC.
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Os dados referentes a VPA estdo demonstrados na tabela 5. Podemos evidenciar em
nossos resultados que os animais do grupo SD apresentaram uma maior variancia da VPAS
em comparacao aos animais SC, TC e TD (p<0,05). Em adicéo, o grupo TC apresentou maior
variancia da VPAS do que o grupo SC (p<0,05). Os animais dos grupos SD e TC
apresentaram maiores valores absolutos do componente LF da VPAS do que os animais SC
(p<0,05). Nao se observaram diferencas quanto aos valores normalizados da banda LF da
VPAS. Quanto a VPAD, os animais do grupo SD apresentaram uma maior variancia quando
confrontados aos animais dos grupos SC, TC e TD (p<0,05). Os animais TD mostraram
possuir menor variancia da VPAD do que seu respectivo grupo sedentario (p<0,05), todavia,
apresentaram maior variancia em relacéo aos animais SC e TC (p<0,05). Os animais do grupo
SD apresentaram maiores valores absolutos da banda LF da VPAD em comparacdo aos
animais SC, TC e TD (p<0,05), o que também oi evidenciado quanto aos valores

normalizados do componente LF da VPAD (p<0,05).

Tabela 5 — Valores das médias (xEPM) dos componentes da VPAS e VPAD no dominio do
tempo e da frequéncia dos animais

sC 5D TC D
{n=08) (n=08) (n=08) (n=08)
VPAS
Variancia (mmHgl} 144+12 247+ 2.6% 207+ 2.7%F 211 257
LF (mmHg’) 41+09 6.7+ 0.5 55403 54+06
LF(nu) 470+5.1 56.9+38 446+3.6 464+3.0
VEPAD
Variancia (mmHgl} G8+02 2234 1,2¢% 126+19% 182+ 09%#
LF {mmHgEJ 50103 g0x02% 4408t 502021
LF(nu) 480+ 1.5 60.3 £ 1.6* 46,1 £09% 478+ 1.4%

SC - sedentérios controles,

SD - sedentarios tratados com DECA,
TC - treinados controles,

TD - treinados tratados com DECA.
LF — banda de baixa frequéncia

nu — unidades normalizadas

*p<0,05 vs. SC,

T p<0,05 vs. SD,

#0<0,05 vs. TC.
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6.4 PESOS ABSOLUTO E RELATIVO CARDIACO

De acordo com a figura 10, podemos evidenciar que o peso cardiaco absoluto dos
animais dos grupos SD (1,80 = 0,09 g), TC (1,54 + 0,04 g) e TD (1,99 % 0,03 g) foi maior
quando comparado aos animais do grupo SC (1,43 £ 0,07 g; p<0,001). Em adicdo, o grupo
TD teve uma potencializagdo da hipertrofia cardiaca referente ao TC.

1.0 4

Peso Cardiaco Absoluto (g)

0.0 -

SC SD TC TD

Figura 10 - Valores da média (xEPM) do peso cardiaco absoluto dos animais. SC -
sedentarios controles, SD - sedentarios tratados com DECA, TC - treinados controles, TD -

treinados tratados com DECA. *p<0,001 vs. SC; &p<0,001 vs. TC.
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A massa cardiaca corrigida pelo peso corporal estd demonstrada na figura 11.
Semelhantemente ao peso cardiaco absoluto, Os animais SD, TC e TD apresentaram um peso
cardiaco relativo menor (0,0038 £ 0,00 g, 0,0032 + 0,00 g e 0,0043 = 0,00 g) respectivamente,
em comparacao aos animais SC (0,0029 + 0,00 g; p<0,001). O grupo TD também apresentou

maior peso absoluto do que o grupo TC.
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Figura 11 - Valores da média (xEPM) do peso cardiaco relativo dos animais.
SC - sedentarios controles, SD - sedentarios tratados com DECA, TC -
treinados controles, TD - treinados tratados com DECA.*p<0,001 vs. SC;
&p<0,001 vs. TC.
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6.5 PESOS ABSOLUTO E RELATIVO RENAL

A figura 12 nos mostra que os animais que receberam DECA e ndo realizaram o
protocolo de treinamento fisico apresentaram um peso renal absoluto significativamente
maior (1,94 + 0,08 g) quando comparados aos animais do grupo SC (1,70 + 0,07 g; p<0,05), o
que ndo foi evidenciado entre os grupos SC, TC (1,78 £ 0,02 g) e TD (1,79 £ 0,05 g).
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Figura 12 - Valores da média (xEPM) do peso renal absoluto dos animais. SC -
sedentarios controles, SD - sedentérios tratados com DECA, TC - treinados

controles, TD - treinados tratados com DECA. *p<0,001 vs. SC.
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Em relacdo ao peso relativo renal, constatou-se que ndo houve diferencas
consideraveis entre os grupos SC (0,0034 + 0,00 g), TC (0,0036 + 0,00 g) e TD (0,0039 +
0,00 g). Todavia, como evidenciado anteriormente, 0s animais do grupo SD (0,0041 £ 0,00 g)
apresentaram um peso relativo renal maior do que os animais do grupo SC (p<0,05) (Figura

13).
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Figura 13 - Valores da média (xEPM) do peso renal relativo dos animais. SC -
sedentarios controles, SD - sedentarios tratados com DECA, TC - treinados

controles, TD - treinados tratados com DECA. *p<0,001 vs. SC.
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6.6 MORFOMETRIA CARDIACA

Os dados referentes a porcentagem de fibrose cardiaca estdo apresentados na figura
14. Os animais do grupo sedentario que receberam o DECA cronicamente apresentaram
maiores % de fibrose cardiaca (1,13 £ 0,04 %) em comparagdo aos animais SC (0,63 + 0,03
%; p<0,001) e TC (0,61 £ 0,04 %; p<0,001). Em adicdo, os animais treinados tratados com
DECA tiveram maiores % de fibrose cardiaca (0,92 + 0,04 %) quando confrontados com 0s
animais do grupo TC (p<0,001). Podemos evidenciar ainda, que o treinamento fisico foi capaz
de atenuar a % de fibrose cardiaca nos animais que receberam DECA em comparagdo ao seu

respectivo grupo sedentério (p<0,001).
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Figura 14 - Valores da média (tEPM) da porcentagem (%) de fibrose cardiaca dos
animais. SC - sedentérios controles, SD - sedentérios tratados com DECA, TC -
treinados controles, TD - treinados tratados com DECA. *p<0,001 vs. SC; *p<0,001
vs. SD; 4p<0,001 vs. TC.
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6.7 MORFOMETRIA RENAL

A figura 15 demonstra os resultados da fibrose renal. Nota-se que os animais SD
apresentaram uma % de fibrose renal significativamente maior (2,13 = 0,09 %) em
comparagdo aos animais dos grupos SC (1,59 £ 0,30 %; p<0,05), TC (1,54 + 0,34; p<0,05) e
TD (1,72 + 0,07; p<0,05).
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Figura 15 - Valores da média (:EPM) da porcentagem (%) de fibrose renal
dos animais. SC - sedentérios controles, SD - sedentarios tratados com
DECA, TC - treinados controles, TD - treinados tratados com DECA. *p<0,05
vs. SC; *p<0,05 vs. SD.



55

6.8 ASSOCIACAO ENTRE MODULACAO SIMPATICA E NiVEIS PRESSORICOS

Ao analisar a associacdo entre a modulacdo simpatica da PA através do componente
da banda de baixa frequéncia (LF) da VPAS e os niveis basais da PAS, percebe-se que
ocorreu uma correlacdo negativa (r=-0,101), porém nao significativa (p=0,583) entre o0s

grupos de animais experimentais do presente estudo (figura 16).
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Figura 16 — Coeficiente de correlacdo entre modulacdo simpética da
variabilidade da pressdo arterial sistdlica (VPAS) e pressa o arterial
sistélica (PAS) dos animais.SC - sedentéarios controles, SD - sedentarios
tratados com DECA, TC - treinados controles, TD - treinados tratados com
DECA.
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A figura 17 expressa os dados referentes a associacdo entre a modulacao simpética da

PA atraves do componente da banda de baixa frequéncia (LF) da VPAD e os niveis basais da

PAD. Neste contexto, pode-se evidenciar que ocorreu uma correlacdo positiva (r=0706) e

significativa (p<0,001) entre os animais avaliados.

1 v=0.706
p=<0,001

SIr
IC
D

>

LF - VPAD
(mmHg")

Figura 17 - Coeficiente de correlagdo entre modulacdo simpética da

variabilidade da pressdo arterial diastélica (VPAD) e pressdo arterial

diastélica (PAD) dos animais. SC - sedentérios controles, SD - sedentarios

tratados com DECA, TC - treinados controles, TD - treinados tratados com

DECA.



57

6.9 ASSOCIACAO ENTRE MODULACAO AUTONOMICA DA FREQUENCIA
CARDIACA E FIBROSE CARDIACA

Ao analisarmos a associacdo entre a modulacdo simpética da VFC através do
componente da banda de baixa frequéncia (LF) e fibrose cardiaca, constatou-se que néo

ocorreram diferencas significativas (figura 18).
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Figura 18 - Coeficiente de correlacdo entre modulacdo simpatica da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) e fibrose cardiaca (%FC) dos animais. SC - sedentarios
controles, SD - sedentarios tratados com DECA, TC - treinados controles, TD -

treinados tratados com DECA.
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6.10 ASSOCIACAO ENTRE MODULACAO AUTONOMICA DA PRESSAO ARTERIAL
E FIBROSE RENAL

Em relacdo a associacdo entre a modulacdo simpética da VPAS através do
componente da banda de baixa frequéncia (LF) e fibrose renal, também nédo se evidenciou

diferencas consideraveis (figura 19).
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Figura 19 - Coeficiente de correlacdo entre modulacdo simpatica da variabilidade
da pressdo arterial sistolica (VPAS) e fibrose renal (%FR) dos animais SC - sedentarios
controles, SD - sedentarios tratados com DECA, TC - treinados controles, TD - treinados
tratados com DECA.
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7 DISCUSSAO

Encontra-se na literatura diversos estudos demonstrando os efeitos do uso
suprafisiologico de EAA, sendo estes de grande importancia para esclarecer os principais
pardmetros fisioldgicos em decorréncia do abuso destes. Nesse sentido, este estudo demonstra
a relacdo existente entre 0 consumo excessivo de EAA e a prética de treinamento fisico por
natacdo em ratos wistar, e seu comprometimento em diversas variaveis, tais como a
composi¢do corporal, pardmetros hemodindmicos, cardiovasculares e morfométricos

cardiacos e renais.

7.1 COMPOSICAO CORPORAL

Apbs a realizacdo do protocolo experimental observou-se menor ganho ponderal nos
animais do grupo que recebeu doses suprafisiologicas de DECA e participou do treinamento
fisico em relagdo ao grupo sedentério controle. Estudos prévios tém apontado que a
administracdo cronica de EAAs influencia o peso corporal (BEUTEL; BERGAMASCHI,
CAMPOS, 2005; PEREIRA JUNIOR. et al., 2006), assim como o treinamento fisico
(SHEPHARD; BALADY, 1999).

Os androgenos influenciam na expresséo de receptores B-adrenérgicos e promovem a
atividade da enzima lipase horménio sensivel (LHS), e como resultado estimula a lipdlise,
reduzindo dessa forma, o armazenamento de gordura nos adipécitos. Aléem do mais, alteram a
expressao de receptores de IGF (WU; ECKARDSTEIN, 2003). Mecanismos similares aos da
perda de peso corporal pela realizacdo do treinamento fisico moderado (SHEPHARD;
BALADY, 1999). A soma destes componentes pode em parte, explicar o menor ganho de
peso pelo grupo DECA treinado.

A concentracdo de testosterona é inversamente associada com o tecido adiposo
(BHASIN; BUCKWALTER, 2001), o que pode ser evidenciado em individuos portadores de
hipogonadismo, que possuem maior massa gorda em comparacgdo a individuos eugonadais.
Nossos resultados corroboram com achados na literatura que apontam que 0 excesso de
andrégeno promove maior metabolismo do tecido adiposo (SCHROEDER et al., 2004).

Em contrapartida, nem todos os estudos observaram reducdo no peso corporal com o
uso de anabolizantes (DU TOIT et al., 2005; GRACELLI et al., 2010). Possivelmente, tais
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resultados discrepantes podem ocorrer devido aos diferentes protocolos utilizados, bem como
aos diferentes EAAs administrados ou mesmo duragéo do tratamento.

7.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMODINAMICOS

Nossos achados demonstram que ndo se observou diferencgas entre 0s animais que
receberam EAAs com relacdo aos animais controle no que tange a FC de repouso. No entanto,
0 grupo de animais que participaram do protocolo de TF tanto administrados com EAAs
quanto os que ndo foram administrados apresentaram bradicardia de repouso (DE ANGELIS
et al., 2004; MEDEIROS, 2004; YAMAMOTO et al., 2001; SHI et al., 1995; NEGRAO et al.,
1992), sendo esta adaptacao cardiovascular da diminuicdo da FC apontada como um marcador
de eficacia do TF em individuos praticantes de exercicios (SMITH et al., 1989).

De fato, treinamento fisico aer6bio realizado cronicamente com o uso de grandes
grupos musculares, com suficiente duragdo e intensidade é capaz de proporcionar beneficios
ao sistema cardiovascular (EVANGELISTA et al., 2005). Em adicdo, a bradicardia de
repouso € considerada um excelente marcador do treinamento fisico aerébio, ocorrendo tanto
em humanos (KATONA et al, 1982) quanto em modelos de animais experimentais
(GEENEN; BUTTRICK; SCHEUER, 1988; MEDEIROS et al., 2004; NEGRAO et al., 1992;
NEGRAO; RONDON, 2001).

Portanto, em nosso estudo, o protocolo de treinamento fisico foi eficaz em promover
reducdo da frequéncia cardiaca de repouso, demonstrando a sua eficiéncia em promover
adaptacOes aerObias para o sistema cardiovascular, além disso, o tratamento com EAA nao
provocou alteracfes nesse parametro. Estudos prévios ja haviam demonstrado que a reducéo
da frequéncia cardiaca de repouso em ratos tratados com EAA era mediada pelo treinamento
fisico empregado e ndo pelo uso de anabolizante (KARKUNEN; RAMO; KETTUNEN,
1988).

Existem atualmente, trés mecanismos envolvidos na bradicardia de repouso, a mesma
esta relacionada com o aumento do componente vagal, diminui¢do do tonus simpético e
reducdo da frequéncia intrinseca de marcapasso cardiaco (DE ANGELIS et al., 2004).

Evidéncias demonstram também uma relacdo direta da enzima Oxido nitrico sintase
(NOS) e bradicardia, sugerindo possivel relacdo da maior sintese e expressao de NO através

do treinamento fisico e m regides centrais envolvidas na modulacéo da atividade autondémica
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cardiovascular, como o ntcleo do trato solitdario (CHOWDHARY et al., 2000; SAKAI et al.,
2000).

A falta de adaptacdo na resposta da PA ao treinamento fisico em ratos normotensos
esta bem estabelecida e documentada na literatura vigente (KRIEGER; BRUM; NEGRAO,
1998; NEGRAO et al., 1993), o que vem ao encontro de nossos resultados, onde nenhuma
diferenca significativa foi constatada na PA de ratos treinados. De fato, o treinamento fisico é
bem recomendado como tratamento ndo farmacoldgico para pacientes hipertensos, todavia,
seu efeito em modelos de animais experimentais e em humanos normotensos parece ser
minimo (MEDEIROS et al., 2004).

Nossos dados demonstram que 0s animais sedentarios que foram tratados
cronicamente com EAA apresentaram elevados niveis pressoricos em relacdo aos animais
controles, tanto da PAS quanto da PAD. Respostas essas semelhantes as encontradas por
outros autores, onde evidéncias demonstram que em médio prazo ocorre um aumento na PAD
e PAM, retornando aos valores basais apds a suspensdo do EAA (GRACE et al., 2003). De
fato, o uso abusivo de EAA tem sido associado com hipertensdo arterial em animais
(BEUTEL; BERGAMASCHI; CAMPOS 2004) e em individuos atletas (URHAUSEN;
ALBERS; KINDERMANN, 2004).

Em contraste com os resultados encontrados em nosso estudo, alguns investigadores
ndo evidenciaram alteracdes na PA associada ao uso de EAA. Koike (2009) demonstrou ndo
haver diferencas entre os niveis pressoricos em repouso com a administracdo de DECA em
ratos wistar por um periodo de 10 semanas.

Divergéncias sdo muito comuns na literatura quando se trata de EAA e resposta
pressorica, e estas diferengas podem ser explanadas pelo uso de diversos tipos de EAA e/ou

diferentes protocolos de tratamento utilizado.

7.3 MODULACAO AUTONOMICA CARDIOVASCULAR

Estudos da variabilidade de parametros cardiovasculares, como PA e FC, no DF e no
DT tém-se tornado uma importante ferramenta para avaliacdo da modulacdo autonémica
cardiovascular, e suas alteragcbes, em condigOes fisiologicas e fisiopatologicas (FAZAN
JUNIOR; SALZANO, 2005).

O indice de variabilidade total da FC apresentou uma expressiva reducdo no grupo que

recebeu DECA, sendo que 0s outros grupos ndo demonstraram alteracdes neste parametro.
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A diminuicdo da VFC é considerada um mau prognostico, sendo ainda que uma
atenuacdo da VFC esta diretamente relacionada a eventos de morte subita, como ficou
demonstrado no The Framingham Heart Study (TSUJI et al., 1994). Como o protocolo de
natacdo promoveu um importante papel profilatico em todas as reducGes promovidas pela
administracdo de DECA avaliadas pela VFC, esta foi mais uma técnica que demonstrou o
efeito protetor do treinamento fisico moderado quando praticado concomitantemente ao uso
do EAA (BILLMAN; KUKIELKA, 2005).

Verificamos em nosso estudo que os animais que receberam tratamento com EAA
apresentaram uma modulagdo simpética da VFC, da VPAS e da VPAD superior aos animais
controles. Em adicdo, demonstramos que o exercicio fisico crénico foi eficaz em reduzir tal
alteracdo. Esta melhora da modulacdo cardiaca pés TF pode também estar associada ao
aumento da variancia do intervalo de pulso nos grupos treinados, ja que o aumento da VFC
estd relacionado a uma resposta neural de aumento da atividade do sistema nervoso
parassimpatico (TASK FORCE, 1996).

Estudos prévios apontam que o0 mecanismo da atenuacdo do componente simpatico
pode ser alheio ao que envolve o TF. O mecanismo relacionado a via noradrenérgica da
influéncia do EAA pode incluir os receptores adrenérgicos. Norton; Trifunovic; Woodiwiss
(2000) demonstraram uma expressiva reducdo de receptores adrenérgicos na administracdo de
DECA na dose de 10 mg/kg/semana por um periodo de 12 semanas.

O exercicio fisico aerdbio, realizado regularmente leva a importantes adaptacfes
autondmicas e hemodindmicas que influenciam, sobremaneira, o sistema cardiovascular. A
bradicardia de repouso, o0 aumento do volume sistolico e a atenuacdo da atividade nervosa
simpatica renal e muscular estdo entre as mais importantes alteracdes provocadas pelo TF no
sistema cardiovasculares (FORJAZ; RONDON; NEGRAO, 2005), entre as quais podem ser
observadas em nossos achados.

Mediante ainda da técnica do dominio da frequéncia, verificamos que o indice HF
(referente @ modulacdo parassimpatica) do sistema autdbnomo, apresentou-se reduzido nos
animais tratados com o EAA e que, tal atenuacdo foi revertida com o treinamento fisico
aerobio. Este achado evidencia mais um indicio de uma disfungdo vagal induzida pelo uso
continuo de EAA e prevengdo desta redugdo pelo treinamento fisico. Nossos resultados
corroboram com os achados de PEREIRA JUNIOR et al. (2006).

O mecanismo pelo qual a o DECA provocou reducdo da modulacdo vagal ainda é
pouco compreendido. Os EAA influenciam tanto a expressdo quanto a atividade da eNOS

(HODGIN et al., 2002). Esta via possui um papel chave, j& que o NO possui funcdo
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moduladora na liberacdo de acetilcolina (Ach) e receptores colinérgicos se encontram
presentes no ganglio cardiaco, nodo sinoatrial e fibras que inervam o nodo sinoatrial
(HERRING; DANSON; PATERSON, 2002). Além disso, existem indicios que os hormoénios
androgenos influenciam a atividade nervosa colinérgica (MITSUSHIMA et al., 2008).

A desnervacdo sino-adrtica em animais de experimentagdo leva a um grande aumento
das oscilagdes de muito baixa freqiiéncia da pressdo arterial, indicando que mecanismos
neurais reflexos, mediados pelos barorreceptores arteriais, também participam da génese
destas oscilagcbes (MALLIANI; PAGANI; LOMBARDI, 1991; TASK FORCE, 1996).

Além da modulacdo tdnica do sistema nervoso autbnomo sobre o sistema
cardiovascular, o controle da homeostase desse sistema é dependente da atuagdo dos reflexos
originados nos pressoreceptores arteriais, cardiopulmonares e sua integracdo central
(MANCIA et al., 1994).

No entanto, ndo podemos descartar que o aumento da modula¢do simpatico apés a
administracdo de EAA pode estar também relacionada em funcéo do fato de que os EAAS
podem atravessar a barreira hematoencefalica e assim atuar em receptores especificos de
androgenos nas regides reguladoras do centro cardiovascular (POULIOT; HANDA; BECK,
1996).

Outro achado de grande relevancia foi o que o treinamento fisico moderado de natacdo
concomitante a administracdo de EAA preveniu a reducdo do componente parassimpatico
cardiovascular.

Em humanos observa-se aumento da atividade vagal cardiaca apds treinamento fisico
(YAMAMOTO et al., 2001; NEGRAO et al., 1992). Animais submetidos ao treinamento
fisico em esteira (DE ANGELIS et al., 2004) e natacdo também demonstraram aumento da
atividade vagal (MEDEIROS, 2004). Com a atividade fisica ha aumento da
biodisponibilidade de NO (ROBERTS et al.,, 1999; TATCHUM-TALOM et al., 2000)
inclusive em mecanismos centrais (HONG et al., 2005). Esta é uma via que pode estar
relacionada a manutencao da atividade parassimpatica nos animais treinados administrados
com DECA.

Constatamos neste estudo que os animais que receberam DECA apresentaram uma
elevada VPA em comparacdo aos animais do grupo controle. Alguns dados demonstram
relacdo entre aumento da VPA com progressdo de doencas cardiovasculares e mortes subitas
(MANCIA et al., 2007). Entretanto, devido as dificuldades de coleta e variagdes da PA ao
longo do dia, este dado ainda € controverso (MUSINI; WRIGHT, 2009). Este aumento pode
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estar relacionado com prejuizo na sensibilidade barorreflexa, porém maiores investigacoes

devem ser feitas relativas a este assunto.

7.4 MORFOMETRIA CARDIACA

Através da avaliacdo da massa cardiaca corrigida pelo peso corporeo dos animas deste
estudo, observamos um maior peso cardiaco absoluto e relativo cardiaco (indicativo de
hipertrofia muscular cardiaca) no grupo treinado que ndo recebeu DECA em comparagao ao
Sseu respectivo grupo controle.

Estimulos mecanicos e neuro-humorais atuam diretamente no coracdo e provocam
alteracdes estruturais cardiacas (KATZ, 2003). Hipertrofia cardiaca (HC) refere-se ao
aumento da massa muscular cardiaca e constitui um dos principais mecanismos de adaptacao
do masculo diante de uma sobrecarga de trabalho.

Os efeitos do exercicio fisico crénico sobre a HC ja estdo bastante elucidados no meio
cientifico. O treinamento fisico provoca respostas benéficas e adaptativas ao sistema
cardiovascular, levando ao aumento da massa cardiaca sem prejuizos funcionais (LORELL;
CARABELLO, 2000). A HC induzida pelo treinamento fisico aerébio é desencadeada por
estimulos mecanicos decorrentes de uma sobrecarga de volume, levando a uma maior sintese
de proteinas contrateis e aumento do sarcoplasma, 0 que acarreta em aumento no didametro dos
cardiomidécitos (HEINEKE; MOLKENTIN, 2006).

Por outro lado, diferentemente do que ocorre com o treinamento fisico, a HC
encontrada nos ratos sedentérios tratados com DECA pode estar relacionada ao aumento de
colageno cardiaco, sendo observado por alguns investigadores, um aumento na fragdo volume
de colageno e colageno do tipo 3 (o qual tem importante papel na distensibilidade cardiaca,
pois acarreta mudancas estruturais na arquitetura do coragdo) quando comparados com
animais controles (LIPS et al., 2003).

Nossos dados também apontam que os animais treinados que receberam DECA por
um periodo de oito semanas, apresentaram uma maior massa cardiaca comparado aos animais
controles sedentéria e treinada, bem como os sedentarios que receberam DECA. O potencial
papel dos EAA nas respostas de crescimento do ventriculo esquerdo ndo esta completamente
esclarecida e diversas investigacfes focando esse tema vém sendo desenvolvidas. Os EAA
podem influenciar na resposta hipertréfica através de acdes nos receptores de andrdgenos
encontrados em cardiomiocitos (LIU; DEATH; HANDELSMAN, 2003). Resultados
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demonstrados na literatura observaram alteragdo nos parametros morfoldgicos cardiacos em
fisiculturistas usuarios de EAA, tais como, maior massa cardiaca, didmetro diastolico final e
volume do ventriculo esquerdo (NOTTIN et al., 2006; BARBOSA NETO et al., 2010), fato
que pode comprometer o ciclo cardiaco e a atividade elétrica do coracéo.

Juntamente com os achados da morfologia cardiaca, observamos em nosso estudo,
uma maior porcentagem de fibrose cardiaca em ambos os grupos de animais que receberam
EAA comparados aos respectivos animais controles.

Apesar de diversos estudos ja terem mostrado os efeitos dos EAA sobre a HC e fibrose
cardiaca (BEUTEL et al., 2005; ROCHA et al., 2007), pouco se sabe sobre os reais
mecanismos responsaveis por esses efeitos, ficando supostamente sugerida, a acao direta dos
EAA sobre os efeitos androgénicos (KOCHAKIAN; WELBER, 1993), ou ainda por afetar
enzimas especificas e matriz estrutural do miocardio (MELCHERT; WELDER, 1995).

7.5 MORFOMETRIA RENAL

Anormalidades renais relacionadas ao uso de anabolizantes EAA em doses
suprafisiologicas ndo sao bem conhecidas. Efeitos renais adversos dessas substancias tém sido
relatados, desde lesdo renal aguda até mesmo casos isolados de tumor (MODLINSKI;
FIELDS, 2006).

Em nosso estudo evidenciamos que o0s ratos tratados cronicamente com DECA
apresentaram maior peso absoluto e relativo dos rins, bem como uma maior porcentagem de
fibrose renal. Além do mais, constatamos que um simples protocolo de treinamento fisico por
natacdo foi capaz de reverter esse quadro.

Resultados complexos e contraditorios estdo evidenciados na literatura prévia
(BLANTZ et al., 1998; DUBEY; JACKSON, 2001). Blantz et al. (1998), demonstraram que
ratos tratados por seis e por dezesseis semanas com DECA apresentaram comportamentos
diferentes, ou seja, o tratamento de seis semanas ocasionou aumento moderado da hipertrofia
renal, isto €, proporcional dos segmentos tubulares e do glomérulo no néfron. Todavia, no
tratamento de 16 semanas ocorreu aumento desproporcional, em que 0s segmentos tubulares e
os glomerulos nos néfrons ndo apresentaram o mesmo padrdo de hipertrofia, afetando a taxa
de filtracdo glomerular, proporcional ao aumento do néfron. Nesse sentido, alteragdes renais,

principalmente a hipertrofia renal também pode ser causada por aumento na sintese e
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deposicdo do colageno na matriz extracelular das células glomerulares e tubulares do néfron
(DUBEY; JACKSON, 2001).

Um relato de caso realizado com um atleta jovem sem antecedentes de doencas renais
e hepaticas, ndo fumante, e que fazia uso abusivo de stanazolol, apontou que o mesmo
desenvolveu colestase severa e lesdo renal cronica por um simples periodo de um més de
administracdo dessa droga (YOSHIDA et al., 1994). Outro relato de caso apresentado por
Habscheid, Abele e Dahm (1999) demonstrou em um fisiculturista de 28 anos, um quadro
alarmante de ictericia, sendo que esse esportista era usuario de EAA. Embora o consumo de
EAA tivessem cessado, o estado geral deste paciente se deteriorou ao longo de 7 semanas.
Sugerindo também que doses suprafisiologicas de EAAs podem causar colestase severa e
insuficiéncia renal aguda.

Um recente estudo de coorte realizado com 10 fisiculturistas ap6s longo periodo de
abuso de EAA, demonstrou uma associagdo positiva entre glomeruloesclerose e proteinuria,
clinicamente incluindo ainda proteinuria e insuficiéncia renal, sendo que 30% destes atletas
apresentaram sindrome nefrotica. Sete pacientes descontinuaram com os EAA, levando a
perda de peso, estabilizacdo ou melhora da creatinina sérica, e uma reducdo da proteindria.
Um paciente retomou o abuso de EAA teve reincidéncia de proteindria e insuficiéncia renal.
Tais achados sugerem os potenciais efeitos nefrotoxicos diretos do uso abusivo dos EAA
(LEAL et al., 2010).

Graceli et al. (2010) demonstraram que a administracdo crénica de DECA em modelos
experimentais acarretou aumento de peso corporal com hipertrofia renal. Todavia, a
hipertrofia renal apontada neste estudo demonstrou resultados divergentes.

Um possivel mecanismo dos efeitos nocivos do abuso de EAA e lesdo renal refere-se
ao fato de que a administracdo cronica destas drogas aumenta a ativacdo do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA), o que parece estar diretamente relacionado aos efeitos
colaterais produzidos sobre o tecido renal, visto que, o bloqueio dos receptores AT1 inibiram
esses efeitos (MELCHERT; WELBER, 1995).

Apesar de inumeros investigadores trazerem dados sobre os efeitos maléficos do uso
de EAA sobre o sistema renal, a exata fisiopatologia por meio do uso destas substancias ainda

é desconhecida, sendo necessarias maiores investigagoes.
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7.6 MODULACAO SIMPATICA E LESAO RENAL COM ADMINISTRACAO DE EAA

Apesar de termos demonstrado aqui em nosso estudo, uma correlagdo positiva e
significativa entre a modulacdo autonémica simpaética e niveis pressoricos, ndo encontramos
uma associacao entre atividade simpatica e lesdo renal com o uso de DECA. Dados prévios de
nosso grupo demonstraram uma associacdo entre indices de glomeruloesclerose e atividade
nervosa simpatica em ratos geneticamente hipertensos (BARBOSA NETO et al., 2013).

Alguns investigadores tém demonstrado que mudangas funcionais e estruturais renais
podem ocorrer em repostas as alteragdes da atividade nervosa simpética. De fato, o sistema
renal possui uma densa inervacdo simpatica aferente e eferente. Uma constante ativacdo
simpatica contribui para um agravante quadro de hipertensdo arterial que desencadeiam
quadros de lesbes renais (ADAMCZAK et al., 2002). Se a ativacdo simpatica é considerada
um processo fundamental na faléncia renal cronica, pode-se especular que a inibi¢do da via
adrenérgica pode antagonizar o processo de danos renais. Esse simples fato poderia explicar a
associacdo entre uma diminuicdo simpatica e a atenuacdo de indices de fibrose renal
encontrada em nosso estudo, principalmente no que tange os efeitos do treinamento fisico

aerobio.

Barbosa Neto et al. (2013) demonstraram que o exercicio fisico crénico atenua a
glomeruloesclerose segmentar e focal e que, essa diminuicdo foi associada com uma

diminuicdo da atividade nervosa simpética e consequentemente reducdo da PA.
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8 CONCLUSOES

Diante do exposto, pode-se afirmar que a administracdo cronica de DECA em doses
suprafisiologicas por oito semanas induz significante hipertrofia cardiaca e renal em ratos
wistar.

Em adicdo, confirmamos aqui que o uso abusivo de EAA leva a um quadro de
hipertensdo arterial com consequentes alteragdes da modulacdo autonémica cardiovascular,
representada por uma disautonomia autonémica. Sendo constatada através de um desvio no
balanco simpato-vagal na direcdo de um aumento da modulacdo simpética e reducdo da
atividade vagal, o que por si s6, € um importante mecanismo através do qual o abuso de EAA
poderia estar associado ao aumento do risco cardiovascular, com maior suscetibilidade de
morte subita.

Considerando nossos achados, podemos evidenciar que o treinamento fisico aerébio
foi efetivo em prevenir o quadro de disfuncdo autonémica cardiovascular, com uma reducéo
dos niveis pressoricos e melhora na morfologia e lesdo cardiaca e renal em animais tratados
com EAA.

Sumarizando, podemos concluir que o treinamento fisico de natacdo concomitante
preveniu tais disfuncdes, supondo importantissimo papel cardioprotetor e renal. Futuras
pesquisas devem ser incentivadas para utilizacdo do treinamento fisico moderado para

usuarios de EAA e a diminuicdo de eventos fatais nestes usuarios.
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ANEXO A
Parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Universidade Federal do Tridngulo Mineiro
Pro-Reltoria de Pesquisa o Pés-Graduagio - COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS- CEUA

Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO COM ENVOLVIMENTO DE ANIMAIS

IDENTIFICACAO . : il
TITULO DO PROJETO: ALTERACOES AUTONOMICAS E CRONOTROPICAS C.ARI)I.\CASA;?bsﬁs A
ADMINISTRAGAO DE DIFERENTES TIPOS DE ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS!
ASSOCIADOS A0 EXERCICIO FisiCO '
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: PROF. DR, OCTAVIO BARBOSA NETO

INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM,

DATA DE ENTRADA NO CEUA UFTM: 16/06/2011

Lmomr:ow CEUA/UFTM: 202

por 24h. Para a avaliaglo histolégica, os cortes do bago serdo intciramente examinados © 3 frea mais
representativa de cada grupo experimental serd fotografada. Apés a retirada dos rins, cortes de 8 um ;*"’?-‘
realizados ¢ em scguida as Mminas serfio confeccionadas ¢ coradas com HE e picmsirh‘m (TS Serdo
realizadas andlises da morfologia renal, contagem (cscores) da fibrose tobulo intersticial, }ias'!s\:as
inflamatdrios perivasculares. Para a contagem do namero de glomérulos, uma objetiva microscopica de I\‘}
serd usada ¢ o nimero de glomérulos normais ¢ esclerdticos serdo quantificados. O indide glomerular serd

calculado pela relaglio de glomérulos esclerdticos / nimero total de glomérulos.

4. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE PARA O USO DE ANIMAIS )
A wtilizago de animais no presente estudo se justifica pelo uso de métodos invasivos e pela necessidade da
andlise morfolégica do coragdo e dos rins ao final do protocolo, necessariamente levando A evtanisia,

S. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA OS ANIMAIS E DESCRICAO DAS
RESPECTIVAS MEDIDAS PREVENTIVAS E CURATIVAS QUANDO NECESSARIO

Para minimizar a dor ¢ o desconforto decorrentes da cirurgia ou possiveis agentes que envolvem inflamacio
excessiva c necrose, scrlo utilizadas drogas anestésicas, analgésicas, tranquilizantes ¢ ainda a cutanisia.
Quanto & cutandsia, a mesma serd realizada em animal previamente anestesiado atraves da administraghs de
ancstésico por via endovenosa seguido pela administragdo de cloreto de potissio.

6. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA AS PESSOAS ENVOLVIDAS NA
PESQUISA

Os desconfortos ¢ riscos que por ventura POSsa ocorrer como 0s membros que atuaram na presente pesquisa
(alergia, contato com o sangue do animal, contato com firmacos, etc.) serio minimizados em virtude da
utilizagdo de materiais de seguranga pelos pesquisadores (Mascara, 6culos, tuvas cinirgicas, etc.), bem cama
pelo treinamento de manuseio de animais por téenicos especializados. O que se enquadra.

7. COMENTARIOS DO RELATOR QUANTO A ESTRUTURA DO PROTOCOLO
Este protocolo obedece 20s principios éticos para a experimentagiio animal.

PARECER DA CEUA: Aprovado em 04/11/2011
(O relatério anual oy final devers ser encaminhado pelo Pesquisador um ano ap6s o inicio do processa).

Prof. Guilhe
Coordenador
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