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RESUMO

De acordo com a OMS, as doencas isquémicas do coracao consistem na maior
causa mortis global. Dentre as abordagens terapéuticas, a mais eficaz é a
reperfusdo. A despeito da melhora no prognéstico pos-infarto, a recuperacao
plena da fungdo cardiaca dificimente € alcancada, devido a injuria de
isquemial/reperfusdo (lIR). Neste contexto, a administracdo de EA em ratos
Wistar adultos enaltece a susceptibilidade a IIR. Ademais, a administracdo de
EA em ratos Wistar, ao longo da adolescéncia, favorece o desenvolvimento de
disfuncbes cardiovasculares persistentes durante a fase adulta. Desta forma,
objetivou-se, com o presente estudo, analisar os efeitos da sobrecarga crénica
de propionato de testosterona, ao longo da fase adolescente, na
susceptibilidade a IIR, em ratos Wistar adultos. Para tanto, foram utilizados 24
ratos Wistar machos, divididos em dois grupos: EA (Propionato de testosterona
5 mg kg, a partir do 26° dia pés-natal, 5 vezes por semana/ 5 semanas) e
CTL (veiculo). No 82° dia pds-natal, os ratos foram submetidos a eutanasia
para a coleta orgdos. Os coragfes isolados foram submetidos a perfusédo
artificial em aparato de Langendorff, e, assim, ao protocolo de
isquemia/reperfusdo. As pressdes diastolica final (PDF), sistélica (PS) e
desenvolvida (PD), do ventriculo esquerdo (VE), e as primeiras derivadas de
pressdo do VE, maxima e minima (dP/dt maxima e minima, respectivamente),
foram mensuradas através de um bal@o de latex intraventricular, conectado a
um transdutor de pressdo. Através do eletrocardiograma, foi analisada a
susceptibilidade aos episddios arritmicos. Ao final do protocolo, as areas de
infarto foram demarcadas e a expressao génica das cadeias pesadas de
miosina e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, assim como a atividade
enzimas da familia de niconinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(Nox), no ventriculo esquerdo, foram avaliadas. Em relacdo ao grupo Controle,
os coracdes dos animais tratados com EA apresentaram: Hipertrofia, através
do aumento na massa (aumento de 33%, P<0,001) e do indice cardiaco
(aumento de 37%, P<0,001); aumento significativo da area de infarto (aumento
de 54,76%, P<0,05); Ténue recuperacdo da PDFVE, assim como da PDVE,
durante a reperfusado; Inferior recuperacdo da dP/dt maxima, ao longo da
reperfusdo, a despeito da equivalente recuperacdo na PSVE; Reduzida dP/dt
minima basal e, subsequentemente, reducdo na recuperacéo deste parametro,
ao longo da reperfusao; Aumento significativo da expressao génica da MHCB
(P<0,01), condizente o prejuizo no desempenho mecéanico; Maior incidéncia de
episodios arritmicos, ao longo da reperfusdo (aumento de 100%, P<0,01). N&o
houve diferenca em relacdo as atividades das Nox. Pela primeira vez, foi
demonstrado que a administracdo de EA, ao longo da adolescéncia, provoca
hipertrofia e reprogramacao génica cardiaca, persistente durante a fase adulta,
além de aumentar, significativamente, a susceptibilidade a IIR, por meio do
aumento na area de infarto e piora na recuperagdo das propriedades
mecanicas e elétricas cardiacas, em coracoes isolados de ratos Wistar adultos.



ABSTRACT

According to World Health Organization, ischemia heart diseases are the
leading cause of death worldwide. Among therapeutic approaches, reperfusion
is the most effective and indicated is reperfusion. Despite the better post-
infarction prognostic, absolute improvement on cardiac function is hardly
achieved due to ischemia/reperfusion injury (IRI). Within this context, anabolic
steroids (AS) administration, in adult Wistar rats, significantly increase IRI
susceptibility. Moreover, chronic administration of AS, during adolescent phase,
induces persistent cardiovascular dysfunctions along adulthood. Therefore, the
aim of the present study was to analyze the effects of chronic administration of
supraphysiologic doses of testosterone propionate, during adolescent phase, in
the susceptibility to ischemia/reperfusion injury, in adult Wistar rats. To perform
it, 24 Wistar rats were allocated into two groups, AS (Testosterone propionate 5
mg kg-1, since 26° day postnatal, 5 days per week, during 5 weeks) and Control
(Vehicle). In the 82° postnatal, rats were euthanized and hearts, livers, lungs,
kidneys and testicles were collected. Isolated hearts were artificially perfused
with modified Krebs-Henseleit solution, through Langendorff apparatus, and,
then, submitted to ex vivo ischemia — reperfusion protocol (20 minutes of
stabilization, 30 minutes of global ischemia and 60 minutes of reperfusion). The
left ventricle (LV) end diastolic- LVEDP), systolic- (LVSP) and developed
pressures (LVDP), as well as first derivatives of pressure, maximum and
minimum (dP/dt, maximum and minimum, respectively) were measured through
an intraventricular latex balloon, connected to a pressure transducer. Through
the electrocardiogram, susceptibility to arrhythmic episodes was analyzed. At
the end of the protocol, area of infarct was delimited and gene expression of a
and B myosin heavy chains and Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase,
as well as the activity of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase
(Nox) enzymes, were calculated. In comparison to Control group, hearts from
AS group presented: Hypertrophy, due to an increase in cardiac mass (33%,
P<0,001) and index (37%, P<0,001); Significantly increase in the area of infarct
(54,76%, P<0,05); Worst recovery of both LVEDP and LVDP, along reperfusion;
Less recovery of maximum dP/dt, during reperfusion, despite the equivalent
LVSP; Reduced basal minimum dP/dt and, subsequently, reduction in the
recovery of the aforementioned parameter, regarding reperfusion period,;
Enhanced gene expression of MHCB (%), consistent with the loss of
mechanical performance; Increased incidence of arrhythmic episodes in the
reperfusion period (100%, P<0,01). No statistical difference could be seen in
regard to the Nox activity. For the first time, we demonstrated that AS treatment
during adolescent phase promotes cardiac hypertrophy and gene
reprogramming, both persistent during adulthood, besides an increase
susceptibility to IRI, through in the larger area of infarct and poor recovery of
cardiac electrical and mechanical proprieties, in isolated hearts of adult Wistar
rats.
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1. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DAS DOENCAS
CARDIOVASCULARES

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
aproximadamente metade dos Obitos ndo comunicaveis, anualmente, se devem
as doencgas cardiovasculares (DCV) (Mackay et al. 2004; Mendis et al. 2011).
Dentro deste contexto, a hipertrofia ventricular constitui um indicador de grande
relevancia no risco de morbidade e mortalidade cardiovascular. Segundo
Framingham Heart Study, os individuos que apresentam hipertrofia ventricular,
diagnosticada por alteracGes eletrocardiogréaficas, apresentam risco de morte

cerca de seis vezes maior que a populagdo em geral (Kannel et al. 1983).

Outras Diabetes melitus
P2 ™

Doencas CV
- [EN

Doencas
Respiratorias

Figura 1. Mortalidade associadas as doencas nédo comunicaveis.

! As doencas cardiovasculares matam, aproximadamente, 17 milhdes de pessoas anualmente,
superando todos os tipos de céncer. Cerca de 80% destes 6bitos foram relatados em paises
subdesenvolvidos. Adaptado de (Mendis et al. 2011)



No Brasil, de acordo com dados fornecidos pelo Sistema Unico de Salde
(SUS), a mortalidade associada as DCV sofreu uma reducdo de 4,02% ao
longo dos ultimos 20 anos (Sim 2011). No entanto, apesar deste referido dado
representar um consideravel progresso no aspecto da saude publica, as DCV
permanecem como a maior causa mortis e a terceira maior causa de
internagdes pelo SUS (Sim 2011).

Dentre as DCV, o infarto agudo do miocardio (IAM), o acidente vascular
cerebral e a doenca vascular periférica apresentam as maiores letalidades,
sendo responsaveis por uma em cada trés mortes no mundo. Apesar da
reducdo na mortalidade atrelada ao IAM, observada na ultima década,
aproximadamente 7,3 milhdes de pessoas morrem, anualmente, devido a
episédios de infarto do miocardio, consolidando-o, globalmente, como a maior
causa mortis dentre as doencas comunicaveis (Yeh et al. 2010).

Consonante com o padréao global, as taxas de mortalidade concernentes
ao IAM em diversas nacdes desenvolvidas também estdo decrescendo desde a
década de 60, destacando-se os Estados Unidos, Dinamarca, Bélgica e Japéo
(Mcgovern et al. 1996; Kirchhoff et al. 1999; Cooper et al. 2000; Unal et al.
2004; Velagaleti et al. 2008; Tu et al. 2009; Takii et al. 2010). Todavia, a
magnitude tangente ao IAM ainda € preocupante nestas na¢fes. Estima-se que
as doencas coronarianas sejam responsaveis por uma a cada seis mortes nos
Estados Unidos, sendo que a cada 44 segundos um cidad&o norte americano
apresentara um episodio de infarto do miocardio (Go et al. 2014). Além disso,
projecbes computacionais fomentadas pela American Heart Association
estipulam um aumento de, aproximadamente, 18% na prevaléncia da doenca

coronariana até 2030, nos Estados Unidos (Go et al. 2014).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, cerca de 66 mil vitimas de IAM
morrem, anualmente, de acordo com a ultima avaliagdo ((Sih/Sus) 2014).
Diante da incidéncia de, aproximadamente, 400 mil casos anuais, portanto,
observa-se uma elevada taxa de mortalidade, sendo esta a principal causa
isolada de mortalidade no pais ((Sih/Sus) 2014). Além disso, segundo dados do
DATASUS, houve um aumento de 45,7% no numero de internagdes por IAM,
no Brasil, durante o periodo de 1995 a 2003 ((Sih/Sus) 2014). Neste contexto,



estima-se que as doencas isquémicas do corag¢ao conferem ao SUS um gasto
em torno de R$ 522.286.726 (Teich e Araujo 2011). Porém, levando-se em
conta os custos para o Sistema Suplementar de Saude, o custo total destinado
as doencas coronarianas contabiliza-se em cerca de R$ 3,8 bilhdes, no mesmo
ano (Teich e Araujo 2011).

1.2 INFARTO DO MIOCARDIO: DA ISQUEMIA A REPERFUSAO

1.2.1 ATEROSCLEROSE E ISQUEMIA CARDIACA

Ab origine, o infarto, em qualquer tecido, é, basicamente, a morte celular
decorrente da reducdo no suporte de substratos energéticos e oxigénio ao
orgao, ou parte dele. Frequentemente, o principio do IAM consiste no bloqueio
da circulagdo coronariana, da ruptura da placa aterosclerética, com formacao
de trombo (Thygesen et al. 2012). Especificamente, mediante a presenca de
fatores de risco, como dislipidemia, alta concentracdo de moléculas
vasoconstritoras, ou citocinas pré-inflamatoria, € possivel observar aumento na
expressdo de moléculas de adesdo na parede luminal de alguns vasos
sanguineos, como as artérias coronarias (Cybulsky e Gimbrone 1991;
Demyanets et al. 2011; Schmitt et al. 2014). Deste modo, estas moléculas
facilitam a adesdo de leucdcitos derivados da circulacdo sanguinea,
geralmente atraidos por fatores quimiotaticos atrelados aos processos iniciais
da formacao da placa aterosclerética (Park et al. 2013). Apds migrarem para a
intima dos vasos, o0s leucdcitos secretam moléculas pré-inflamatérias e
vasoativas no microambiente vascular, como prostanoides e leucotrienos
(Spanbroek et al. 2003; Wang et al. 2011; Lundberg et al. 2013).

Como consequéncia da carga inflamatéria provenientes dos leucdcitos,
as células musculares lisas migram da tunica média para a intima e, néo
obstante, passam pelos processos de hipertrofia e hiperplasia (Wang et al.
2011; Pi et al. 2013). Subsequentemente, ap0s migrarem, as celulas
musculares lisas, juntamente com as células endoteliais e leucécitos,

promovem a secrecdo de metaloproteases (Wagsater et al. 2011; Huang et al.
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2012; Jiang et al. 2012). Assim sendo, as metaloproteases iniciam uma série
de alteracbes no microambiente vascular e cardiaco, como inducdo de
apoptose, hipertrofia, hiperplasia e migracdo celular, remodelamento da matriz
extracelular vascular e miocardica (Johnson et al. 2011; Casagrande et al.
2012).

Concomitantemente, alguns componentes da matriz extracelular
favorecem a adesado de lipoproteinas de baixa densidade, que, por sua vez,
sdo oxidadas e glicosiladas (Mangat et al. 2012). Assim, as lipoproteinas
oxidadas prolongam a resposta inflamatéria e, ndo obstante, induzem o
processo de diferenciacdo dos macréfagos em células espumosas, através da
ativacao do receptor Toll tipo 4 (Bekkering et al. 2014; Schmitt et al. 2014). Por
conseguinte, as células espumosas se acumulam na intima do vaso e, desta
forma, contribuem para o crescimento da placa aterosclerética (Zhao et al.
2012). Uma vez formada, a placa aterosclerética sofre intenso atrito do fluxo

sanguineo e, portanto, fica passivel de se romper (Fig.2).

Apos o rompimento da capa fibrosa, inicia-se um processo trombogénico
através de, principalmente, duas vias. Inicialmente, o contato das plaquetas
com o colageno, presente na placa aterosclerética, € capaz de provocar
ativacdo plaquetaria (Ungerer et al. 2011). Além disso, o fator tecidual
secretado por leucdcitos contribui para o preambulo do processo de
coagulacdo sanguinea (Toschi et al. 1997). Em face destes eventos, as
plaguetas, portanto, convertem o fibrinogénio em fibrina, além de secretarem o
fator von Willeebrand, favorecendo a agregacao plaquetaria na rede de fibrina
(Cosemans et al. 2011; Kuijpers et al. 2014). Adicionalmente as etapas
anteriores, a secrecdo do inibidor do ativador de plasminogénio no
microambiente arteriosclerético anula o desdobramento da resposta fibrinolitica
(Eitzman et al. 2000).

Isto posto, em face dos eventos supracitados, o referido trombo sofre o
processo de fragmentacdo e, ulteriormente, embolizacdo e, assim, bloqueia a
microcirculacdo coronariana. Em decorréncia do bloqueio no fluxo sanguineo, o
suporte de oxigénio, assim como de combustiveis metabdlicos é intensamente

atenuado no miocardio consecutivo a trombose, configurando o quadro de



isquemia miocardica. Com o passar do tempo, a falta de nutrientes e oxigénio,
assim como a reducéo na depuracéo de produtos derivados do metabolismo
celular, conduz, através da injuria de isquemia, a morte de cardiomidcitos e,

portanto, ao infarto do miocardio (Thygesen et al. 2012).

Ruptura da Fina capa fibrosa Hemorragia da
placa microvasculatura

Figura 2 Ruptura da capa fibrosa inerente a placa aterosclerdtica.?

1.2.2 INJURIA DE ISQUEMIA

1.2.2.1 METABOLISMO ENERGETICO: INABILIDADE EM GERAR E USAR
ENERGIA

O coracdo de mamiferos é um 6rgdo que desempenha, principalmente,
metabolismo aerdbio para suprir a sintese de fosfatos de alta energia, como o

2 E possivel observar a formagéo de um “inflamassoma”, rico em lipideos, envolto por uma fina
capa fibrosa e que, mediante a pressédo exercida pela corrente sanguinea, pode romper a
qualquer momento. Adaptado de (Ross 1999).



trifosfato de adenosina (ATP). Em sua esséncia, a sintese de ATP, em
cardiomiocitos, depende, primordialmente, da concentracdo intracelular de
acetil-coenzima A, oriunda, sobretudo, da B-oxidagdo de acidos graxos e, em
segundo plano, da glicolise, sendo a acetil-coenzima A metabolizada através
do ciclo de Krebs. Portanto, é correto constatar que geracdo de energia no
cardiomiécito se sujeita, basicamente, a oferta de acidos graxos, glicose e
oxigénio, para a manutencdo do metabolismo aerobio {Bishop, 2014 #304}.

Sob este aspecto, o coracdo é um Orgéo de alta exigéncia metabdlica, o
que é ilustrado pela elevada extracdo de oxigénio do sangue, durante o
repouso. Assim, tanto o fluxo sanguineo coronariano, quanto a pressao parcial
deste gas na circulagdo coronariana deve ser proporcional a demanda
energética dos cardiomiécitos, de modo que a oferta seja suficiente para suprir
a demanda metabdlica. Precisamente, presume-se que o fluxo sanguineo
coronariano, no adulto saudavel é, aproximadamente, 0,61 — 0,75 mL.mint.g*
{Fujiwara, 2001 #305}. Nesta condicdo, estima-se que o consumo basal de
oxigénio varia em torno de 88 pL-min*-g*, o que representa cerca de 75% do
contingente de oxigénio que atinge o 6rgdo (Walsh et al. 1989; Porenta et al.
1999).

Em contraste, a oclusdo da artéria corondria descendente esquerda
provoca reducéo de 71 — 81% do fluxo sanguineo, em modelos experimentais
com cées (Bishop et al. 1976; Heyndrickx et al. 1978; Khuri et al. 1985; Porenta
et al. 1999; Cave et al. 2000). Além disso, durante o periodo de isquemia global
em modelo de coracdo isolado em aparato de Langendorff, o nivel tecidual de
oxigénio é reduzido a cerca de 5,8 % do valor pré-isquemia, em camundongos
adultos (Xu et al. 2008).

Inevitavelmente, a reducdo do nivel tecidual de oxigénio, assim como a
propria falta de combustiveis metabolicos provoca um desequilibrio metabdlico
nos cardiomiocitos. Este desequilibrio se caracteriza pela reducdo na
biossintese de fosfatos de alta energia e inabilidade na sua utilizacdo. Dentre
estas moléculas destaca-se o ATP, cuja sintese, in vivo, pode decair para,
aproximadamente, 9% do nivel basal, em modelos experimentais de infarto do

miocardio in vivo, mediante ligadura da artéria circunflexa (Opie et al. 1975;



Reimer et al. 1981; Prabhakar et al. 2003; Moens et al. 2008). De maneira
similar, em modelos ex vivo no aparato de Langendorff, a biossintese de ATP
se reduz a valores na faixa de 20 — 51% do valor pré-isquémico, em ratos
Wistar, dependendo do tempo de isquemia (Cave et al. 2000; Imahashi et al.
2004).

Além da inabilidade em sintetizar ATP, decorrente da desaceleracédo no
metabolismo aerébio, a biodisponibilidade de fosfocreatina também é reduzida.
Dados observados em modelos experimentais de infarto do miocardio, in vivo,
sugerem que a biodisponibilidade de fosfocreatina pode decrescer,
aproximadamente, 80-50% mediante oclusdo da artéria coronaria descendente
anterior esquerda, em primatas, caes e ratos Wistar (Opie et al. 1975);(Guth et
al. 1987; Prabhakar et al. 2003). A vista disso, o fornecimento de energia para
estruturas intracelulares, principalmente as proteinas sarcoméricas e
sarcolemares, € comprometido. Como corolario natural deste processo, as
propriedades mecéanicas e eletrofisiolégicas dos cardiomiocitos séo,
amplamente, prejudicadas.

1.2.2.2 ACIDIFICACAO DO pH INTRACELULAR, DISTURBIOS NA
CINETICA DO CALCIO E MORTE CELULAR

Com a premissa de manter os niveis de ATP e fosfocreatina dentro da
faixa fisiologicamente aceitdvel, o metabolismo cardiomiocitario desvia-se,
quase exclusivamente, para a glicolise. Em face dos niveis méddicos de
oxigénio, a inabilidade da cadeia de fosforilacdo oxidativa em utilizar NADH,
decorrente da reducédo dos complexos citocromaticos, provoca o acumulo desta
molécula no sarcoplasma, o que favorece a reducdo do piruvato em &cido
lactico (Opie et al. 1975). Consequentemente, a elevacdo do nivel intracelular
de lactato reduz, sobremodo, o pH no meio intracelular (Imahashi et al. 2004).
Por sua vez, a acidificacdo do meio intracelular promove efeito inibitorio sobre a
propria glicélise e, assim, contribui para a reducdo da sintese de fosfatos de

alta energia (Imahashi et al. 2007) Além disso, o pH &cido também favorece a



dessensibilizacdo da troponina C ao calcio, o que reduz a reserva inotropica e,

assim, favorece a ocorréncia de assitolia (Parsons et al. 1997).

Em virtude da acidificacdo do meio intracelular, a extrusdo de prétons
para o meio extracelular, promovida pelo trocador Na*/H* (NHE), &,
significativamente, estimulada (Klein et al. 2000; Yoshida e Karmazyn 2000;
Kusumoto et al. 2001). Consequentemente, o influxo de sddio, por esta mesma
via, também ¢é elevado de forma relevante. Diante destas alteracdes
eletroquimicas, a enzima Na*/K* ATPase desempenha um papel chave no
reestabelecimento do gradiente ibnico, ao transportar 3 ions sédio para o meio
extracelular e 2 ions potassio para o meio intracelular, mediante o gasto de
ATP. Todavia, a reducéo do nivel intracelular de ATP impede o funcionamento
adequado desta enzima (Fuller et al. 2003). Deste modo, o trocador Na*/Ca?*
(NCX) assume o papel de principal transportador de sodio para o0 meio
extracelular, em troca da intrusdo de ions calcio. Em decorréncia dos eventos
supracitados, a concentracdo intracelular de calcio eleva-se suntuosamente
(Wei et al. 2007).

Ndo obstante, o referido aumento prévio na concentracdo
sarcoplasmatica de sodio, pelo NHE, favorece a passagem deste ion para
cardiomidécitos circunvizinhos, através das juncdes gap e, assim, propaga a
elevacdo na concentracdo de célcio, promovida pelo NCX (Ruiz-Meana et al.
1999). Ademais, a reducdo da atividade desempenhada pela ATPase de calcio
do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a), devido ao déficit de ATP, também
contribui para a sobrecarga sarcoplasmica de calcio, presente na isquemia
cardiaca (Krause e Hess 1984; French et al. 2006; Xin et al. 2011). Por

conseguinte, o miocérdio é conduzido ao estado de contratura isquémica.

Somado a sobrecarga de calcio, as pontes cruzadas acto-miosinicas ndo
se desfazem, em face da deplecdo de ATP, o que, por sua vez, corrobora a
inducdo da contratura miocardica e ruptura das fibras musculares (Lowe et al.
1979; Swartz et al. 1999; Dudnakova et al. 2003). A contratura miocardica, per
se, reduz a complacéncia ventricular, ao passo que a pressao diastolica final do
ventriculo esquerdo eleva-se significativamente. Consequentemente, o

enchimento ventricular € diretamente prejudicado e, assim, o débito sistolico e



0 débito cardiaco sdo dramaticamente reduzidos, elevando o risco de choque

cardiogénico.

Além disso, a ativacdo de proteases dependentes do célcio, como a
calpaina, fragiliza a estrutura celular, através da degradacdo de proteinas
intracelulares, especialmente as proteinas do citoesqueleto (Khalil et al. 2005).
Simultaneamente, o calcio também ativa cascatas de sinalizacdo pro-
apoptoéticas (Chen et al. 2005). Todavia, todos o0s eventos supracitados,
dependentes da sobrecarga de célcio, procedem lentamente, uma vez que o
pH acido os retarda, e até mesmo os inibe (Cohen et al. 2007).

N&o obstante em provocar a contratura miocardica, o desequilibrio ibnico
também desestabiliza o equilibrio osmoético entre os meios intra e extracelular.
Desta maneira, o volume celular eleva-se, significativamente, e, junto a
fragilizacdo do citoesqueleto promovida pela hiperativacdo da calpaina e pela
contratura, favorece a ruptura do sarcolema e morte celular. A ruptura
sarcolemar promove a liberacdo de diversas substancias pro-inflamatorias,
proteoliticas e quimiotaticas na matriz extracelular (Deten et al. 2002;
Hayashidani et al. 2003; Tao et al. 2004). Subsequentemente, sucede-se a
resposta inflamatoria através da infiltracdo de neutréfilos e macréfagos, além
da degradacdo proteolitica do meio intersticial, configurando o processo de

necrose de coagulacéo (Tao et al. 2004; Sosnovik et al. 2007).
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Figura 3. Trocas iénicas durante a isquemia em cardiomiécitos.®

1.2.3 INJURIA DE REPERFUSAO

Com base nos eventos descritos anteriormente, é natural enaltecer a
conjectura de que o reestabelecimento do fluxo sanguineo seja benéfico a
higidez do paciente. De fato, a reperfusdo consiste na abordagem terapéutica
mais eficaz quando h& viabilidade miocardica. Assim sendo, métodos de
reperfusdo vém sendo amplamente recomendados pelas diretrizes da
American Heart Association, European Society of Cardiology e Sociedade
Brasileira de Cardiologia, através da intervencdo coronariana percutanea,
anticoagulantes e/ou fibrinoliticos (Barron et al. 1998; Steg et al. 2012; O'gara
et al. 2013). Tanto em nivel clinico quanto experimental, a reperfusdo é capaz
de reduzir a é&rea de infarto em até 40%, além de melhorar o desempenho
ventricular, em relacdo as propriedades elétricas e mecéanicas, e reduzir a
mortalidade pos-infarto (Fig.4) (Ginks et al. 1972; Chan et al. 2009). No
entanto, quanto mais tardia for a intervencdo hospitalar, menor € a eficacia da

reperfusédo (Reimer et al. 1981; O'gara et al. 2013).

% 1) Extrusdo de H* devido a reducéo do pH; 2) Desativacdo da bomba de sodio / potassio e
das bombas de calcio devido a perda de ATP; 3) Reducéo da extrusdo de célcio por conta do
acumulo de sédio no meio intracelular. Adaptado de Sanada 2011.
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A despeito dos seus beneficios, a reperfusdo, per se, é capaz de
provocar alteragcdes adversas ao microambiente cardiaco e, portanto, como
fora referido por Braunwald & Kloner, € uma espada de dois gumes (Braunwald
e Kloner 1982). A primeira ideia a respeito do contraponto negativo da
reperfusdo miocardica remonta a década de 70, com Jennings e colaboradores
(Reimer et al. 1977). Foi observado que, mediante a reperfusdo, 0s
cardiomiécitos assumem um aspecto turgido, ilustrado pela ruptura do
arcabouco celular, contracdo das bandas sarcoméricas e granulos
intramitocondriais de fosfato de calcio (Reimer et al. 1977). Assim, sugere-se
que a reperfusdo acelera o desenvolvimento de necrose em cardiomidcitos.
Consonante com este aspecto, cerca de 10% dos individuos que sofrem de
IAM morrem durante os procedimentos de hospitalizacdo e 25% desenvolvem
insuficiéncia cardiaca, apesar dos procedimentos de reperfusdo (Rezkalla et al.
2010).

704 -<— |squemia miocardica com auséncia de
reperfusdo (Area de infarto, 70%)
60—
50
40
Isquemia miocardica com reperfusdo
30- A reperfusdo reduz a drea de infarto em 40%
Parte dos 30% de infarto restante deve-se a
injuria de reperfusdo e, portanto, pode ser
20- prevenida
10+ Isquemia miocardica com reperfusdo e
5 < cardioprotecdo
A prevengdo da injuria de reperfusdo reduz a
0 drea de infarto em 25%, evidenciando todos
os beneficios da reperfusdo

Figura 4 Contribuicao da injuria de reperfusao na area de infarto final. 4

4 A reperfusdo é uma abordagem terapéutica essencial para melhorar o progndstico pés-infarto,
contudo, a injuria provocada pela reperfusdo, per se, € responsavel por, aproximadamente,
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A priori, 0 reestabelecimento abrupto do pH do meio extracelular gera
um gradiente transmembranar extremo em relagdo a concentracdo de ions H*
(Cohen et al. 2007). Por conseguinte, assim como na isquemia, o NHE
transporta protons para 0 meio extracelular, enquanto ions soédio sé&o
conduzidos para o meio intracelular intensamente (Fig. 5). Sincronicamente, o
NCX favorece a extrusdo ions sodio, em troca de ions célcio, sustentando,
novamente, o estabelecimento da sobrecarga sarcoplasmica de célcio. Em
suma, durante o desenvolvimento da injaria de isquemia/reperfuséo, € possivel
observar dois picos na concentracdo de célcio ocorrendo, primeiramente, apos
15 minutos do inicio da isquemia e nos primeiros minutos da fase de

reperfusao.

Mitocondria
Protemas

QIR
\ Ilgadoresdocalao v ATP )\

AT Reticulo Sarcoplasmético
Figura 5 Trocas i6nicas durante a reperfuséo cardiaca, em cardiomiécitos.®

De fato, os efeitos mencionados anteriormente sdo semelhantes aos

decorrentes ao longo do periodo de isquemia. Todavia, a célere normalizacéo

15% da morte de cardiomidcitos decorrentes do processo de isquemia — reperfusdo
miocardica. Adaptado de (Yellon e Hausenloy 2007).

5> 1) Aumento robusto na cinética do NHE, devido a abrupta reestabilizacdo do pH extracelular;
2) Por sua vez, isto conduz a elevagédo, também robusto, na atividade no modo “reverso” do
NCX; 3) Extrusdo de calcio para o meio extracelular e para o reticulo sarcoplasmatico é
reestabilizada. Adaptado de (Sanada et al. 2011).
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do pH intracelular resulta na desinibicdo de diversos eventos fisiopatologicos
iniciados pelo calcio (Fig.5) (Altschuld et al. 1981). Primeiramente, a
sensibilidade da troponina C ao calcio é restabelecida, o que suscita, de
maneira abrupta e intensa, a elevacdo da pressdo diastolica ventricular.
Igualmente, a atividade proteolitica engendrada pela calpaina €, novamente,
estimulada intensamente, porém, sem a atenuacdo exercida pelo pH &cido

desta vez.

No intuito de atenuar a sobrecarga de calcio, a mitocbndria passa a
atuar como um tampao, através da intrusdo deste ion via transportador uniporte
(Zhang et al. 2006). No entanto, o célcio, no ambiente mitocondrial, favorece a
ativacdo de proteinas pré-apoptoticas da familia Bcl-2, como Bax e Bak, o que
permite a formacao e estabilizacdo do poro de transicdo mitocondrial (PTM),
(Misao et al. 1996; Narita et al. 1998; Davidson et al. 2011). Dentre os
principais resultados da formacédo do PTM, destacam-se a perda de potencial
da membrana interna mitocondrial, a tumefacdo e eventual ruptura desta
organela. Além disso, ha liberacdo de citocromo c, fator indutor de apoptose e
proteina Smac, ambos capazes de ativar a via pro-apoptotica intrinseca,
através do recrutamento das caspases (Borutaite et al. 2003; Loor et al. 2011;
Guo et al. 2012). Em contrapartida, durante a isquemia, o pH acido inibe a
abertura do PTM, o que atenua as etapas mencionadas acima (Fig. 3). Além
disso, em face da injaria mitocondrial, ocorre um aumento critico na
biodisponibilidade de espécies reativas de oxigénio, caracterizando o chamado

“estresse oxidativo”.

1.2.4 ESTRESSE OXIDATIVO: CAUSAS E CONSEQUENCIAS

Essencialmente, o estresse oxidativo consiste em um quadro complexo
no status redox da célula, caracterizado pela biodisponibilidade suprafisiol6gica
de espécies reativas de oxigénio (ROS), em consequéncia do aumento na sua
producéo e/ou pela redugéo na sua depuracdo. O grupo de ROS inclui radicais

livres, como o anion superoxido (O2) e radical hidroxila, assim como
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compostos como o0 peroxido de hidrogénio (H202), capazes de serem

convertidos em radicais livres.

O Oz é sintetizado no meio intracelular, através da ativagao das enzimas
das familias das Nox/Duox e xantina oxidase, pelo desacoplamento da enzima
oxido nitrico sintase e pelo vazamento mitocondrial deste radical livre,
naturalmente produzido na cadeia de fosforilacdo oxidativa, especificamente
pelo complexo Il (Loschen et al. 1974; Nakagami et al. 2003; Zhao et al. 2003;
Forteza et al. 2005; Satoh et al. 2005). J& o0 H202, oriundo da redug&o do anion
superéxido, pode gerar o altamente reativo radical hidroxila na presenca de

ferro, através da reacdo de Fenton (Doroshow e Davies 1986).

Em contraponto aos mecanismos supracitados, as células dispdem de
artificios antioxidantes, enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentre 0s mecanismos
enzimaticos, destaca-se a acdo catalitica da superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Especificamente, a SOD catalisa
0 acréscimo de dois atomos de hidrogénio ao do Oz, dando origem ao H202,
como fora descrito anteriormente (Kettle et al. 1994). Subsequentemente, o
H202 é convertido em &gua e oxigénio, tanto pela CAT, quanto pela GPx,

encerrando-se a cascata de ROS (Nagababu et al. 2003).
sop'™ MV L 0, —sop™ + 0,
sop'™ + 0, +2H —soD"™"* 4+ H,0,

CAT(Fe™) + H,0,—CAT(Fe" = 0) + H,0
CAT(Fe" = 0) + H,0,—CAT (Fe") + H,0+ 0,

HE DE . E[CEH': Clut. peroxidase CSSE 4 EHED

Figura 6 Acdo das enzimas antioxidantes.®

¢ Adaptado de (Raedschelders et al. 2012).
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O papel fisiolégico das ROS ainda é alvo de grande debate, sendo estas
moléculas apontadas, por exemplo, como um dos mecanismos responsaveis
pela sinalizagdo metabdlica mitocondrial, através da modulagé@o na cinética do
canal para potassio sensivel ao ATP (Aon et al. 2003). A despeito da sua
suposta importancia fisiologica, estas moléculas tem sido reconhecidas pelo
papel critico no desdobramento da injuria de isquemia e, principalmente, na
injuria de reperfusao (Fig.4).

Durante a isquemia, embora o nivel tecidual de oxigénio seja
significativamente reduzido, a afirmacdo de que ndo ha formacdo de ROS é
extremamente precipitada. A principio, o nivel de oxigénio durante este periodo
nao é nulo, frequentemente se mantendo entorno de 3-5 Torr (Xu et al. 2008).
Deste modo, a producdo de ROS, em niveis subletais, é passivel de ocorrer.
Condizente com esta ponderacéo, a anulacdo do oxigénio residual, durante a
isquemia, favorece a sobrevivéncia de cardiomiécitos e melhora a recuperacéao

das propriedades contrateis apds a reperfuséao in vitro (Hoek et al. 1997).

Dentre os mecanismos fisiopatolégicos engendrados pelas ROS geradas
na isquemia, destaca-se a peroxidacao da cardiolipina, um lipidio presente na
membrana mitocondrial, responsavel pela estabilizacdo do complexo IV da
cadeia de fosforilagcdo oxidativa, também conhecido como citocromo oxidase
(Nicolay e De Kruijff 1987; Paradies et al. 2000). Deste modo, com a citocromo
oxidase inibida, o citocromo ¢ se mantém na forma reduzida, assim como o0s
demais componentes da cadeia de fosforilacdo oxidativa precedentes
(Paradies et al. 2000). Por conseguinte, este desequilibrio favorece a reducéo
do Oz2em Oz pelo complexo Il (Loschen et al. 1974).

Como mecanismo de defesa na condicdo de estresse oxidativo
mitocondrial, a mitocondria dispde da atividade antioxidante do citocromo c e a
da SOD (Kettle et al. 1994; Zhao et al. 2003). Todavia, como fora mencionado
anteriormente, o citocromo c, durante a isquemia, encontra-se prevalentemente
em estado reduzido. Em contrapartida, parte do anion superoxido produzido
nesta condicdo € reduzido em H202 (Zhao et al. 2003). Portanto, fica
caracterizado um ciclo, no qual o Oz provoca 0 aumento da sua propria

sintese, ainda que de maneira modesta.
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Por outro lado, devido ao abrupto reestabelecimento do fluxo sanguineo,
na reperfuséo, a oferta de oxigénio tecidual aumenta abruptamente e, em face
do prevalente estado reduzido da cadeia de fosforilacdo oxidativa, a producéo
de O2 e H202 aumenta. (Loor et al. 2011). Diante deste incremento excessivo
na sintese de ROS, a maquinaria enzimatica antioxidante ndo € capaz de
reverter o quadro de estresse oxidativo celular. Consequentemente, as ROS
colaboram para a abertura do PTM, e também alcancam o sarcoplasma,
através do canal anidnico dependente de voltagem, para entdo oxidarem
diversas estruturas intracelulares, como o DNA e os lipideos sarcolemares,
com danos irreversiveis (Davidson et al. 2011; Loor et al. 2011; Martindale e
Metzger 2014).

Isquemia LpH

* Caspase)
-

' Lesdo e ruptura da
' membrana plasmaética

Figura 7 Mecanismos de morte celular atrelados a injaria de isquemia/reperfuséo.”

’Mito Ca, calcio mitocondrial; MPT, poro de transi¢do mitocondrial; Cyto c, citocromo c; Ca, célcio; Na,
sodio; ROS, espécies reativas de oxigénio; Adaptado de Murphy & Steenbergen 2008
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1.3 FATORES DE RISCO

A principio, diversos fatores sdo capazes de interagir com as etapas da
injuria de isquemia/reperfusdo, o que indubitavelmente repercute na higidez do
paciente pos-IAM. Envelhecimento, sedentarismo, predisposicdo genética,
obesidade, hipertensdo e diabetes mellitus sdo classicos fatores capazes de
aumentar a susceptibilidade a injuria de isquemia/reperfusdo e, assim, de
agravar o infarto do miocardio {Ferdinandy, 2007 #306}. N&o obstante, o
consumo desmedido de diversas substancias toxicas também €& capaz de
promover o mesmo efeito, destacando-se mercurio, tabaco, etanol, cocaina e

0s esteroides anabdlicos.

1.3.1 ASPECTOS FISIOLOGICOS DOS ESTEROIDES ANABOLICOS

Esteroides anabdlicos sdo hormoénios lipofilicos derivados do
grupamento quimico ciclopentanoperidrofenantreno do colesterol (Azhar e
Menon 1981; Kubli-Garfias 1998). Nos homens, o esteroide anabdlico
predominante é a testosterona, sintetizada pelas células de Leydig testiculares
(Payne et al. 1980). Por outro lado, nas mulheres, o hormdnio di-
hidroepiandrosterona, um andrégeno menos potente secretado pelas adrenais
em resposta ao hormdnio adrenocorticotréfico, € predominante, embora seja
convertido em testosterona nos tecidos alvo (Morales et al. 1994; Endoh et al.
1996). Assim sendo, a testosterona pode ser convertida tanto em estradiol
quanto em diidrotestosterona (DHT), pelas enzimas aromatase e 5a-redutase,
respectivamente (Simpson e Davis 2001). Tanto a testosterona quanto o seu
metabdlito DHT podem se ligar de maneira proeminente ao receptor de
androgenos, porém, a DHT apresenta maior afinidade e poténcia (Grino et al.
1989).

A maior parte da testosterona sérica € carreada pela albumina e,
primordialmente, pela globulina transportadora de hormonios sexuais. Por outro
lado, menos de 1% da testosterona circulante encontra-se na forma livre

(Vermeulen et al. 1999). A vista disso, a testosterona sérica € rapidamente
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convertida em substancias menos potentes, e até mesmo inativas, pelos
microssomos hepaticos, com a velocidade méaxima de 5,4 nmol.min"!/mg de
proteina (Patki et al. 2003).

Classicamente, os efeitos dos andrégenos sdo atribuidos aos seus
receptores nucleares, cuja familia também é composta pelos receptores para
estrogénio, glicocorticoides, mineralocorticoides, progesterona, hormonios
tireoidianos e acido retindico. Morfofuncionalmente, os receptores nucleares
para androgenos apresentam 4 dominios distintos: dominio de ligacdo ao
ligante (DLL) que apresenta uma estrutura candnica entre 0S receptores
nucleares, dominio de transativacdo amino-terminal, dominio de ligacao para
acido desoxirribonucleico e a regido da dobradica (Jenster et al. 1995; Shaffer
et al. 2004). Assim, quando o0 agonista acopla-se ao DLL, a ligacdo entre o
receptor de andrégeno e as proteinas chaperonas que o mantém quiescente,
como a proteina de choque térmico 90, se desfaz e ocorre dimerizacdo do
receptor (Kuil et al. 1995). Assim, o receptor € conduzido ao material genético
da célula através de miofilamentos do citoesqueleto e, entdo, torna-se apto a
promover sua atividade de transcricdo através dos elementos responsivos aos

androgenos.

Recentemente, diversos estudos tém ressaltado o papel dos efeitos
classificados como ndo genbmicos. Esta classificacdo se baseia em critérios
pré-estabelecidos, referentes a velocidade de alcance do efeito e a auséncia de
deslocamento do receptor ao nucleo. Deste modo, demonstrou-se que este
receptor € capaz de ativar cascatas enzimaticas que culminam no recrutamento
de fatores de transcricdo, localizados preferencialmente em dominios
citosélicos sub-membranares ricos em caveolina (Guo et al. 2002;
Papakonstanti et al. 2003; Chignalia et al. 2012), assim como alterar a cinética
de canais ibnicos, como para o calcio, potassio e sddio, de acordo com o
fendtipo celular em questdo (Ferrari et al. 1995; Gorczynska e Handelsman
1995; Ding e Stallone 2001; Vicencio et al. 2006)

As fung¢des enddcrinas atribuidas aos andrégenos comecaram a ser,
genuinamente, desenredados apoOs observacbes de animais submetidos a

orquiectomia e transplantes testiculares por John Hunter e, posteriormente,
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Arnold Adolph Berthold (Dotson e Brown 2007b). Assim sendo, os efeitos
destes hormdnios foram classificados em androgénicos e anabdlicos. Dentre os
efeitos androgénicos, destaca-se o estabelecimento das caracteristicas sexuais
primarias e secundarias. Por outro lado, os efeitos anabdlicos remetem,
fundamentalmente, ao maior desenvolvimento de tecidos musculoesqueléticos.
Notavelmente, o transplante testicular de doadores humanos e animais para
pacientes com disfuncdo gonadal foi consolidado na medicina entre o final do
século 19 e inicio do século 20 (Stanley 1920). Esta pratica foi substituida
somente apOs o isolamento molecular da testosterona e sintese dos seus

derivados sintéticos, o que permitiu sua utilizacéo terapéutica.

Neste contexto, é imprescindivel ressaltar que o primeiro relato cientifico
sobre os efeitos da administracdo de extratos testiculares em humanos veio a
tona no final do século 19, através de estudos relatados a Sociedade de
Biologia de Paris pelo fisiologista francés Charles Edouard Brown-Séquard
(Brown-Séquard 1893). Embora outros cientistas ndo tenham sido capazes de
reproduzir estes resultados por conta de divergéncias metodoldgicas, as
observacbes de Brown-Séquard robusteceram as pesquisas na area da

endocrinologia experimental e seus frutos viriam nos anos seguintes.

Por sua vez, a confeccao dos derivados sintéticos da testosterona so foi
possivel ap6s os estudos conduzidos no exoérdio do século XX por Adolf
Butenandt, Leopold Ruzicka e Ernest Laqueur que, no caso dos dois primeiros,
foram laureados com o prémio Nobel de Quimica em 1939 (Dotson e Brown
2007a). Desde entdo, diversas alteracdes quimicas vém sendo promovidas a
molécula da testosterona para que os efeitos anabdlicos sobressaiam sobre o0s

efeitos androgénicos.

1.3.2 CONSUMO ILICITO DE ESTEROIDES ANABOLICOS

A aplicacdo dos derivados sintéticos da testosterona na medicina €
consentida para o tratamento de doencas caracterizadas pelo déficit de

testosterona, como hipogonadismo (Han e Bouloux 2010). Ademais, estes
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farmacos também sao indicados, frequentemente, para reverter o quadro de
sarcopenia e, muitas vezes, caquexia, inerente as doencas cronicas
debilitantes, como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida e o cancer
(Mulligan et al. 2005; Storer et al. 2005).

A despeito dos beneficios terapéuticos, o consumo de esteroides
anabdlicos passou a ser difundido entre atletas amadores e profissionais, no
intuito de aprimorarem o desempenho e o aspecto fisico. Os protocolos de
utiizacdo adotados por estes individuos variam bastante, sendo
frequentemente caracterizados por regimes posologicos abusivos (Huie 1994;

Maravelias et al. 2005; Pagonis et al. 2006; Parkinson e Evans 2006) .

No Brasil, a prevaléncia do consumo de esteroides anabolizantes entre
outras drogas de utilizacao ilicita atinge 0,9% (Carlini 2007). Por conseguinte, é
possivel observar aumento de, aproximadamente, 30% no montante de
individuos que relataram consumo de EA, em estudo precedente (Carlini et al.
2002). Além disso, é importante salientar que o consumo de anabolizantes
supera o consumo de outras drogas ilicitas mais conhecidas dentro do ambito

da saude publica, como o crack, heroina e merla (Carlini 2007).

Nao obstante, diversos estudos conduzidos nas Ultimas décadas
mostram uma preocupante prevaléncia de consumo de esteroides anabolicos
entre adolescentes, em diversas nacdes (Durant et al. 1993; Nilsson 1995;
Scott et al. 1996; Nilsson et al. 2001). De acordo com o National Institute of
Drug Abuse, o consumo de esteroides anabolizantes, entre estudantes do
ensino fundamental e médio, pode atingir cerca de 2,5%, estando, portanto,
proximo dos numeros referentes ao consumo de cocaina e crack (Johnston et
al. 2010).

No Brasil, o consumo de EA somente entre adolescentes supera em
cerca de 55% a prevaléncia do consumo na populagdo em geral.
Aproximadamente 1,4% dos 50.890 estudantes dos ensinos fundamental e
médio entrevistados relataram o consumo de EA (Carlini 2011). Assim, foi
possivel constatar aumento de 40% na quantidade de jovens que relataram o
consumo de EA, em comparagdo com estudos precedentes (Carlini 2005).

Neste contexto, o percentual supracitado supera oS numeros associados ao
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consumo de outras drogas mais enfatizadas no contexto de saude publica,
como crack (0,6%), analgésicos opiaceos (0,6%), opio/heroina (0,3%), LSD
(1,0%) e ecstasy (1,3%) (Carlini 2011). Em relacao a duracéo do tratamento, a
maior parte (35,71%) utilizou EA durante 12 a 90 dias, enquanto 12,86 %

atingiram um ano de tratamento (Carlini 2007).

1.3.3 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DOS EA SOBRE AS DCV

Fundamentalmente, os horménios sexuais masculinos promovem
diversas alteracbes no modus operandi do sistema cardiovascular, direta e
indiretamente. Este paradigma, per se, confere diferencas no desenvolvimento
de cardiopatias entre homens e mulheres. Assim, concernente ao infarto do
miocardio, é possivel observar que homens desenvolvem IAM cerca de 10
anos mais cedo do que as mulheres (Go et al. 2013; Mozaffarian et al. 2015).
Ademais, a mortalidade entre homens € superior a mortalidade entre mulheres
(Fig. 8), embora a sobrevida pés-infarto seja superior entre pacientes do sexo
masculino (Mendis et al. 2011; Mozaffarian et al. 2015).
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Figura 8 Dimorfismo sexual atrelado a mortalidade atrelada as doencas cardiovasculares.®

Experimentalmente, diversos estudos mostram que coracdes de
roedores do género masculino sdo menos resilientes frente ao episodio
isquémico, em relacdo as fémeas. Esta condicdo é ilustrada pela menor
recuperagéo das velocidades de contragdo e relaxamento do VE em machos,
ao final da reperfusdo cardiaca, em modelos de isquemia - reperfusdo ex vivo
(Huang et al. 2010; Bell et al. 2011). Da mesma forma, a incidéncia de
episddios arritmicos e a extensdo da area de infarto também sao,
significativamente, superiores nos cora¢des de roedores machos (Brown et al.

2005; Lagranha et al. 2010; Bell et al. 2011).

A principio, muitos autores justificam que a menor letalidade relacionada
ao IAM, no sexo feminino, estd associada ao efeito cardioprotetor do
estrogénio. Todavia, tanto a orquiectomia, quanto o bloqueio dos receptores
para andrégenos potencializam a recuperac¢do da pressao desenvolvida pelo
VE, a pressdo diastélica final do VE e as velocidades de contracdo e
relaxamento do VE, ao longo da reperfusdo cardiaca, em coragfes isolados
(Wang et al. 2005; Huang et al. 2010).

8 Estatisticamente, homens (direita) morrem mais por conta de infarto do miocardio do que
mulheres (esquerda), sendo possivel destacar fatores fisiolégicos, sociais e culturais
interagindo para justificar esta observacado. Adaptado de (Mendis et al. 2011).
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Corroborando os dados em coracdes isolados, a orquiectomia também
se correlaciona com a manutencdo da presséo arterial, da frequéncia e do
ritmo cardiaco, in vivo, apods ligadura da artéria coronaria esquerda em ratos
Wistar machos (Pavon et al. 2012). Além disso, a desorganizacdo das fibras
cardiacas provocada pela injaria de isquemia/ reperfusao €é significativamente

maior em machos falso-operados para orquiectomia (Pavén et al. 2012).

Tendo em vista que a testosterona, em nivel fisioldgico, inflige riscos
consideraveis em face do infarto do miocardio, e que o consumo de esteroides
anabolizantes é relevante no Brasil e em outras nac¢des, € fundamental erguer
a discussdo em torno dos efeitos da sobrecarga destes farmacos sobre o
sistema cardiovascular. Deste modo, € importante salientar a alta ocorréncia de
disfuncdes cardiovasculares associadas ao consumo ilicito de EA, como infarto
do miocardio, hipertrofia cardiaca e morte subita (Kennedy e Lawrence 1993;
Ahlgrim e Guglin 2009; Luijkx et al. 2013).

Estudos demonstram que consumidores de EA amiude apresentam
hipertrofia cardiaca marcada por aumento da espessura da parede posterior do
VE e do septo interventricular, o que caracteriza a elevada massa do VE
(Urhausen et al. 1989; Sachtleben et al. 1993). De fato, em roedores e caes, é
possivel observar significativo aumento do peso cardiaco e do indice cardiaco,
apos administracdo crénica de EA. Nao obstante, a microestrutura miocéardica é
marcada por hipertrofia dos cardiomiécitos e elevada deposi¢cdo de colageno
(Takala et al. 1991; Rocha et al. 2007; Franquni et al. 2013). Portanto, estas
alteracdes ilustram o fendtipo cardiaco marcado por fibrose focal e
generalizada, sendo isto, de fato, uma caracteristica comum no remodelamento
cardiaco em consumidores de EA (Kennedy e Lawrence 1993). Parte deste
remodelamento pode ser associada a eventual sobrecarga hemodinamica
observada em usuarios de EA (Alves et al. 2010), no entanto, ndo existem
dados conclusivos quanto aos mecanismos pré-hipertréficos associados a

estes farmacos.

Além disso, a microscopia eletrénica dos cardiomiécitos de roedores
tratados cronicamente com EA revela lesdes mitocondriais e sarcoméricas no

miocardio (Appell et al. 1983), o0 que sugere altera¢des nocivas no metabolismo
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energético cardiomiocitario, assim como na sua capacidade contratil.
Outrossim, Tagarakis e colaboradores demonstraram que a neovascularizacao
promovida pelo exercicio em ratos Wistar € inibida apds a sua exposicdo a
esteroides anabdlicos (Tagarakis et al. 2000). Junto a elevada demanda
energética inerente aos cardiomiocitos hipertréficos, o suprimento de oxigénio
torna-se insuficiente, o que favorece episédios de isquemia, sobretudo durante

o exercicio (Sullivan et al. 1998; Friehs e Del Nido 2003).

Além do aludido remodelamento estrutural, os esteroides anabdlicos
também sdo capazes de promover um conjunto de disturbios eletrofisiolégicos
no coracao. Estudos prévios demonstram que a administracdo crénica de EA,
em ratos Wistar, reduz de forma relevante a densidade da corrente de potassio
transiente de efluxo e a expresséo de subunidades dos canais que conduzem
esta corrente, em cardiomiécitos ventriculares (Medei et al. 2010; Tanno et al.
2011). Isto configura um prolongamento do potencial de acdo dos
cardiomidcitos ventriculares e, assim, do intervalo QT (Medei et al. 2010; Tanno
et al. 2011). Ademais, isto também justifica o aumento da ocorréncia de
arritmias cardiacas em usuarios de EA, com prevaléncia de aumento na
dispersdo do intervalo QT (Sullivan et al. 1999; Maior et al. 2010). Por
conseguinte, isto repercute no elevado risco de morte subita em usuarios de
EA (Maron 2003).

Também é possivel observar alteracbes relevantes no que tange ao
controle autonémico do sistema cardiovascular, ap6s a administragdo cronica
de EA. Deveras, através de eletromiografia, evidenciou-se que o0 consumo
desmedido de EA conduz a maior atividade simpatica em seres humanos e
isto, por sua vez, esta consociado a elevacdo da pressao arterial, além de ser
um risco proeminente no desenvolvimento de arritmias cardiacas (Alves et al.
2010). Corroborando este aspecto, os EA acarretam lesGes analogas a
miocardite adrenérgica em roedores (Fanton et al. 2009), o que sugere

aumento da atividade simpatica direcionada ao coragao.

Dentro deste contexto, nosso grupo foi o primeiro a demonstrar que a
exposicao aos EA durante a fase pubere promove efeitos sobre a regulagéo do

sistema cardiovascular, que persistem até a fase adulta. Basicamente, o
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tratamento com altas doses de propionato de testosterona, restrito a fase
adolescente, configura desequilibrio autondmico, caracterizado por aumento na
prevaléncia da atividade simpatica, que persiste ao longo da fase adulta
(Olivares et al. 2014).

Com base nos efeitos nocivos que os EA provocam sobre o sistema
cardiovascular, ndo é surpreendente que o consumo abusivo destes farmacos
interfira de forma negativa sobre o desdobramento da injaria de
isquemia/reperfusdo e, portanto, sobre o prognéstico pos-infarto. De fato, a
administragao crénica de EA em ratos Wistar aumenta, significativamente, a
susceptibilidade ao estresse oxidativo e a extensdo da area de infarto em
coracOes isolados (Chaves et al. 2006). Ademais, as propriedades contrateis
do coracdo também sdo relevantemente afetadas, uma vez que a recuperacao
da pressdo desenvolvida pelo VE, durante a fase de reperfusdo, é reduzida
apos a sobrecarga de EA, em ratos Wistar adultos (Chaves et al. 2006; Penna
et al. 2011).

A despeito dos dados mencionados, pouco se sabe sobre os efeitos da
administracdo de doses suprafisiolégicas de EA sobre sistema cardiovascular,
desde o nivel celular e molecular, até a integracéo fisiol6gica como um todo.
Além disso, os estudos experimentais que associam a administracdo de EA e o
IAM se restringem, até o momento, a aplicacdo durante a fase adulta, ainda
gue o consumo durante a adolescéncia seja frequente. Portanto, objetivou-se,
com o presente estudo, avaliar, pela primeira vez, a susceptibilidade a injuria
de isquemia/ reperfusdo na fase adulta, através da analise das propriedades
elétricas e mecénicas de coracdes isolados em aparato de Langendorff, apds
administracdo prévia de EA durante a fase adolescente, em ratos Wistar

machos.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo da susceptibilidade a injaria de isquemia/reperfusdo em
coracgOes isolados, na fase adulta, apos tratamento prévio com EA, ao longo da

adolescéncia, em ratos Wistar machos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os seguintes parametros em coracdes isolados de ratos Wistar
adultos, em modelo de injuria de isquemia/reperfusdo ex vivo, ap0s sobrecarga
cronica com propionato de testosterona, ao longo da fase adolescente:

¢ Analisar as propriedades mecéanicas do coracao;

e Avaliar a incidéncia de episodios arritmicos;

e Averiguar eventual hipertrofia cardiaca;

e Verificar eventual congestao, através dos pesos relativos dos pulmdoes,

rins e figado;

e Analisar o padrao de expressao génica;

e Verificar o status da maquinaria antioxidante e oxidante, através da

atividade das enzimas NADPH oxidases e dual oxidases, e expresséo
génica de SOD1, SOD2, SOD3, GPx1, GPx3 e CAT,;

e Aferir a dimensao da area de infarto.

3 JUSTIFICATIVA

Fundamentalmente, os efeitos fisiolégicos da testosterona sobre o
sistema cardiovascular estdo sendo elucidados, pouco a pouco. No entanto, 0
conhecimento a respeito dos efeitos atrelados a sobrecarga de EA sobre o
sistema cardiovascular e, ainda mais, sobre as sindromes cardiovasculares, é,

criticamente, ténue.
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N&o obstante, a grande maioria dos estudos, até o presente momento,
dispbs-se a averiguar os efeitos cardiovasculares dos EA, consumidos j4 na
fase adulta, de modo que pouco se sabe em relacdo aos efeitos do consumo
na adolescéncia, ainda que, epidemiologicamente, seja, relevantemente, alto. A
principio, nosso grupo foi o primeiro a demonstrar que a administracdo de EA,
somente ao longo da fase adolescente, favorece o desenvolvimento de
disfuncdes cardiovasculares, caracterizadas por desequilibrio autondémico,
além de alteracdes comportamentais e hidroeletroliticas, que persistem durante
a fase adulta (Olivares et al. 2014). Por conseguinte, € natural elucubrar-se a
respeito de uma possivel ingeréncia fisiopatolégica da administracdo de EA, ao
longo da adolescéncia, sobre o desdobramento da injuria de
isquemial/reperfusdo, na fase adulta. Assim sendo, espera-se, com 0 presente
estudo, fomentar o arcabouco cientifico-experimental necessario para
melhorar, junto com estudos vindouros e ja existentes, o prognéstico pos-

infarto de individuos adultos que consumiram EA ao longo da adolescéncia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos com 26 dias de vida (~110
gramas). Os animais foram mantidos sob temperatura controlada (21 °C ~ 22
°C) e exaustdo 24 horas por dia. Todos os animais foram mantidos em ciclo
claro-escuro de 12 horas (6:00 — 18:0 e 18:00 — 6:00, respectivamente) e
tiveram livre acesso a racdo e agua filtrada. O protocolo experimental esta sob
vigéncia da Comissao de Avaliacdo do Uso de Animais do Instituto de Biologia
(processo 007/2015).

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram, aleatoriamente, distribuidos em dois grupos
experimentais (Fig.9): grupo EA, cujo tratamento consistiu em propionato de
testosterona (®Hertape Calier) por via intramuscular, na dose de 5 mg . kg?
/dia, 5 dias por semana; grupo controle (CTL), cujo tratamento consistiu em
6leo de milho, diluido em alcool benzilico (90 : 10, v/v), em volume e frequéncia
correspondentes. Os tratamentos foram estendidos por 5 semanas, a partir do
26° dia pos-natal (P26). Apés o ultimo dia de administracdo, os animais ficaram
3 semanas sem tratamento algum. Ao final da terceira semana, foi avaliada a
suscetibilidade a injuria de isquemia / reperfusdo em coracdes isolados, através
do modelo de perfuséo artificial com o aparato de Langendorff.
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Experiments &x vivo
Coleta de amostras biclégicas

Figura 9 Protocolo experimental.9

4.3 PARAMETROS MORFOMETRICOS

Para a confecc¢do dos dados de morfometria, os animais foram pesados
antes da submissdo a eutanasia. Coracéo, rins, figado, pulmdes e testiculos
foram coletados e, devidamente, pesados, ap0s a eutandsia por decapitacao.
Deste modo, foi possivel calcular o peso relativo dos 6rgdos supracitados,

sendo expressos em mg de 6rgao por peso corporal em g.

4.4 PREPARACAO DOS CORACOES ISOLADOS

Para o desenvolvimento da andalise morfofuncional dos coracdes
isolados, os ratos foram, previamente, submetidos a eutandsia por
decapitacdo. Os coracdes foram, prontamente, removidos e conectados ao
aparato de Langendorff, através da insercdo de uma canula na aorta, com fluxo
constante de 10 mL.min. A solucdo de perfusdo artificial utilizada foi a de
Krebs-Henseleit (KHB) modificada, contendo (em mM): 118 NaCl, 4,7 KCl, 1,2
MgSOs, 1,2 KH2PO4, 25 NaHCOg3, 10 glicose, 1,8 CaClz, saturada com mistura
carbogénica (95% O2 + 5% CO2). A solucdo foi ajustada para o pH 7,4 e
mantida aquecida em 37 °C, sendo bombeada pelo circuito através da bomba
de perfuséao.

® O protocolo experimental adotado no presente estudo foi adaptado do protocolo publicado no estudo de
Olivares e colaboradores (Olivares et al. 2014).
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Em seguida, um baldo de latex conectado a uma canula e a um
transdutor de pressdo foi inserido no ventriculo esquerdo, através de uma
incisdo no atrio esquerdo. O volume do baldo, previamente preenchido com
agua, foi ajustado para manter a pressdo diastdlica final em 10 mmHg. O
transdutor foi conectado a um amplificador ML110, para registro da presséo
intraventricular desenvolvida pelo ventriculo esquerdo. Os registros de presséo
foram digitalizados por uma interface analdgico-digital (PowerLab 400,
ADinstruments) e armazenados em um computador para analise off-line com o

software Chart 7 (ADinstruments).

Por fim, trés eletrodos (positivo, negativo e terra), foram imersos na
solugcdo do banho ao qual o coracao foi mantido. Deste modo, foi possivel
acessar o registro eletrocardiografico dos coracdes isolados e, assim, analisar

a incidéncia de episodios arritmicos durante os registros.

ECG

Pressio
ventricular

Figura 10 Aparato de Langendorff.10

10 Desenho esquematizando a perfusédo artificial ex vivo de um coragéo isolado, em aparato de
Langendorff. Adaptado de (Liao et al. 2012).
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4.5 PROTOCOLO DE ISQUEMIA / REPERFUSAO

Apos a insercdo do baldo no ventriculo esquerdo, os coragbes foram
deixados 20 minutos em adaptacdo, seguidos de 30 minutos de isquemia
global e 60 minutos de reperfusdo global. Ao final do protocolo, a porcéao
ventricular dos coragdes foi segmentada a cada 3 mm e incubada em cloreto
trifenil tetrazolio 1% (TTC). Em seguida, os fragmentos foram mantidos durante
24 h em formaldeido 10% (v/v), no intuito de melhorar o contraste colorimétrico
entre a area de infarto e o miocéardio viavel. Assim sendo, 0s cortes inerentes
aos ventriculos foram alocados entre duas placas de vidro e, entdo, suas
imagens foram digitalizadas através de escéner. A é&rea de infarto foi
determinada através de morfometria, utilizando-se o software ImageJ. Os

valores foram expressos em % da area total.

4.6 INDICE DE SEVERIDADE DE ARRITMIAS

Arritmias cardiacas foram definidas como a presenca de batimentos
ventriculares prematuros (BVP), taquicardia ventricular, flutter ventricular e
fibrilacdo ventricular, no registro eletrocardiografico. Deste modo, as arritmias
foram classificadas quanto ao tipo, recebendo diferentes pontuacdes para a
analise qualitativa (Bernauer e Ernenputsch 1988; Ferreira et al. 2001). O
aparecimento de 1 — 9 BVP configura 1 ponto; >10 BVP, 2 pontos; taquicardia
ventricular / flutter ventricular, 3 pontos; fibrilagdo ventricular, 4 pontos.
Arritmias repetidas (exceto BVP), nao foram contabilizadas na pontuagéao final
de cada coracao (Por ex: Se o coragcado apresentou 12 BVP e 2 episodios de
fibrilacdo ventricular, a pontuacao final dele foi 6 pontos [2 pontos referentes

aos BVP e 4 pontos referentes ao aparecimento de fibrilag&o]).
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4.7 REATIVIDAE DA AORTA

A metodologia utilizada para esta etapa foi baseada no estudo de
Mulvany e Halpern (Mulvany e Halpern 1977). Segmentos anelares de aorta
toracica foram alocados em um miografo (DMT Model 620M, Dinamarca),
conectado ao sistema para aquisicdo e analise de dados (Powerlab 8/36, e
programa PowerLab 7-Pro - AD Instruments, Australia). Os anéis de aorta
foram, entdo, mantidos em solucdo de Krebs-Henseleit, continuamente
aeradas com mistura carbogénica (95% O2 e 5% CO2) a 37 °C. Apés o
periodo de adaptacdo de 1 hora, no qual a preparacdo foi constantemente
estirada visando a manutencdo da tensdo muscular em 1 g, os anéis de aorta
foram pré-contraidos com a adicdo de 10 pM de fenilefrina, seguido da
aplicacdo de 10 pM de acetilcolina, para avaliar a funcionalidade do tecido.
Subsequentemente, ap6s 30 min de lavagem da preparacdo e retorno da
tensdo para os valores basais, foram aplicadas doses crescentes de fenilefrina
(3 nM a 10 pM), no intuito de se avaliar a capacidade vasoconstrictora do
tecido. Apos atingir um platd de contratura, na concentracdo mais alta de
fenilefrina, concentracdes crescentes de acetilcolina foram aplicadas ao meio
(1 nM a 10 puM), para avaliar a capacidade vasodilatadora do tecido. Todos os

sinais foram digitalizados e armazenados para posterior analise.

4.8 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

4.8.1 EXTRACAO DO RNA

A extracdo do RNA total seguiu as instru¢des do fabricante do kit
utilizado (RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit, QIAGEN®). Para tanto, foram
utilizadas, aproximadamente, amostras de 30 mg do ventriculo esquerdo dos
animais tratados com EA (N = 6) OU veiculo (N = 5). A homogeneizacdo das

amostras foi realizada em 300 pL de tampao RLT contendo B-mercaptanol e,
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entdo, foi promovida com um rotor elétrico. Subsequentemente, foram
adicionados 590 pL de agua livre de RNase e 10 pL de solucdo contendo
proteinase K e, entdo, todas as amostras foram incubadas 55 °C por 10

minutos sendo, em seguida, centrifugadas a 25 °C por 3 minutos a 10000 x g.

Ao sobrenadante deste procedimento foi adicionado 0,5 volume de
etanol (100%) e, entdo, 700 uL de cada amostra foram alocados a colunas de
rotacao do kit, encaixadas em microtubos de 2 mL. Assim, as amostras foram
centrifugadas a 25 °C por 15 segundos a 8000 x g descartando-se o volume
escoado, sendo as duas ultimas etapas repetidas. Apos adicdo de 350 pL de
tampdo RW1 as colunas, as amostras foram, novamente, centrifugadas a 25 °C
para 15 segundos a 8000 x g, para lavar as membranas, descartando-se o
fluido escoado. Em seguida, foi misturado as amostras 80 pL de solucao
contendo DNase | (10 pL) e tampédo RDD (70uL), sendo, subsequentemente,

mantidas em temperatura ambiente por 15 minutos.

Acrescentou-se 350 pL de tampdo RW1 as colunas e, entdo, as
amostras foram novamente centrifugadas a 25 °C por 15 segundos a 8000 x g,
descartando-se o fluido escoado. Assim, 500 pL de tampdo RPE foram
adicionados as amostras, promovendo-se, novamente, centrifugacdo a 25 °C
por 2 minutos a 8000 x g. Subsequentemente, as colunas foram alocadas para
microtubos de 1,5 mL, adicionou-se agua livre de RNase e, entdo, as amostras
foram centrifugadas a 25 °C por 1 minuto a 8000 x g. Enfim, as colunas foram,
novamente, alocadas em microtubos de 1,5 mL, repetindo-se a centrifugacéo

nas mesmas configuracdes da etapa anterior.

4.8.2 METODOS DE QUANTIFICACAO E CONTROLE DE QUALIDADE DO
RNA

Para mensurar a concentracdo do RNA total, a absorbancia, em
comprimento de onda de 260 nm (A260), foi aferida por espectrofotometria
(NanoDrop, Thermo Scientific). Deste modo, foi possivel estimar a pureza do

RNA, por meio das relagbes A260:A280 e A260:A230, haja visto que razdes
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baixas sugerem a presenca de contaminantes oriundos, principalmente, dos
kits utilizados. Com base nesta premissa, as amostras que apresentaram
relacdo A260:A280 entre 1,9 e 2,1 e a relacdo A260:A230 entre 2,0 e 2,2 foram

consideradas aptas.

Em contrapartida, as demais amostras foram submetidas ao processo de
precipitacdo. Para tanto, foi adicionado acetato de sodio (0,1 volume a 3 M),
etanol (2,5 volumes a 100%) e glicogénio (1 pL). Subsequentemente, todas as
amostras foram, devidamente, homogeneizadas e incubadas em -80°C. No dia
seguinte, as amostras foram submetidas a centrifugacdo (25000 x g por 20
minutos em temperatura ambiente), e, assim, 0 sobrenadante foi descartado,
enquanto os precipitados foram suspendidos em agua livre de RNAses,
repetindo-se, desta maneira, a quantificacdo do RNA.

4.8.3 TRANSCRICAO REVERSA (RT)

Para promover a reagdo em transcriptase reversa, foi utilizado o High
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems). Desta forma, a
combina¢do composta por 2 uL de 10x RT Buffer, 0,8 uL de 25 x dNTP Mix, 2
uL de 10x RT Random Primers, 3,2 yL de agua livre de nuclease e 1 pL de
inibidor de RNase foi, devidamente, homogeneizada em 1000 ng de RNA total,
previamente diluido em 10 pL de &agua livre de nuclease. Em seguida, as
amostras foram alocadas no termociclador (MJ Research PTC-100 Thermal
Cycler), para favorecer o desdobramento das rea¢fes, mediante a seguinte
programacao: 5 minutos a 65°C e, subsequentemente, acréscimo de 1 uL de
MultiScribe™Reverse Transcriptase, seguido de 10 minutos a 25°C, 2 horas a

37°C e 5 minutos a 85°C. Por fim, o cDNA foi armazenado a -20°C.
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4.8.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (qPCR)

A amplificacdo dos produtos dos mRNA foi promovida pelo Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), especificamente, por
meio da enzima DNA Polymerase (AmpliTag Gold®) e dos demais
componentes necessarios a reacdo. Para tanto, 7,5 puL de Power SYBR® Green
PCR Master Mix, 0,6 pL da mistura de primers senso e reverso a 10 uM
(Invitrogen) para, respectivamente, MHCa, MHCQB, BNP, RyR, SERCAZ2a,
SOD1, SOD2, SOD3, GPx1, GPx3 e CAT, 1 pL de cDNA diluido 50 vezes e 5,9
puL agua livre de nuclease, foram homogeneizados, totalizando 15 pL. Por sua
vez, o GAPDH foi utilizado como controle endégeno. Enfim, a ciclagem foi
realizada no equipamento Applied Biosystems®Viia 7 Real-Time PCR,
utilizando-se o software Viia 71.2.1 no modo de corrida Standard, e através do
ciclo de 2 minutos a 50°C e 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15

segundos a 95°C e 1min a 60°C.

Tabela 1 Sequéncia dos primers utilizados

oaMHC F CAC CAG AAT CCA GGC TCA AG
R TCATCC ACG GCC AAT TCT TG
BMHC F CCATCAACGACCCCTTCATT
R GAC CAG CTT CCC ATT CTC AG
GAPDH F ACA ACC CCT ACG ATT ATG CG
R CGC CTG TCAGCT TGT AAATG
SOD1 F TGTGTCCATTGAAGATCGTGTG
R CTTCCAGCATTTCCAGTCTTTG
SOD2 F GGACAAACCTGAGCCCTAAG
R CAAAAGACCCAAAGTCACGC
SOD3 F GACCTGGAGATCTGGATGGA
R GTG GTT GGA GGT GTT CTG CT
GPx1 F AAT CAG TTC GGA CAT CAG GAG
R GAA GGT AAA GAG CGG GTG AG
GPx3 F CAGCTACTGAGGTCTGACAG
R ACTAGGCAGGATCTCCGAG
CAT F CAAGCTGGTTAATGCGAATGG
R TTGAAAAGATCTCGGAGGCC
Ryr F TCACTGAGAAGCCAAGACCG
R TCCGTGGGTGGTATGGTAGA
BNP F CTTTTCCTTAATCTGTCGCCG
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R GTCTCTGAGCCATTTCCTCTG
SERCA2a F ATGTAAGGGTGTTCGGGTGC
R ACATCACACAGTGAGCTGGG

4.9 ANALISE DE ESTRESSE OXIDATIVO

4.9.1 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE VE

As amostras de tecido cardiaco (Ventriculo esquerdo) dos grupos
experimentais permaneceram a 4 °C por 24 horas em tampdao fosfato de sédio
50 mM (pH 7,2), contendo sacarose 0,25 M, ditiotreitol (DTT) a 0,5 mM, acido
tetraacético etileno glicol (EGTA) a 1 mM, aprotinina 5 mg/mL e fluoreto de fenil
sulfonil metano (PMSF) 34,8 mg/mL, antes da homogeneizagdo. Assim, as
amostras foram homogeneizadas no tampéo supracitado, em gelo, através de
homogeneizador de vidro. Subsequentemente, o composto homogenado foi
centrifugado a 4 °C por 35 minutos a 100000xg, em tampéao fosfato de sédio 50
mM (pH7,2) contendo sacarose a 0,25 M, MgClz a 2 mM, aprotinina 5 mg/mL e
PMSF 34,8 mg/mL. As amostras foram, entdo, armazenadas a -70 °C. A
concentracdo de proteina nas amostras foi mensurada pelo método de
Bradford (Bradford 1976).

4.9.2 ATIVIDADE DE DUOX E NOX

As amostras contendo 10 ug de proteina foram adicionadas a uma placa
de 96 pocos, na qual cada amostra ocupava dois po¢os na placa, um com
CaCl2 e um sem CaClz. Assim, cada poco recebeu 10 pl agua, tampao A2
(tampéo fosfato de so6dio 50mM, pH 7,2, MgCl. 2mM, sacarose 0,25 M e
inibidores de proteases) e composto com ou sem CaCl2. O composto consiste
de uma solugcéo contendo EGTA 0,1 M, CaCl2 0,1 M (no caso do mix com
CaCl2) ou volume equivalente de agua (no caso do mix sem CaClz), tampéao
fosfato de sédio 0,3 M pH 7,2, 2,1 pl de agua Mili Q, superoxido dismutase
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(SOD) 20000 U/ml, peroxidase de raiz forte (HRP) 25 U/ ml e Amplex Red 10
mM.

Foi feita, também, uma curva de perdxido de hidrogénio, na qual séo
utilizadas concentracbes crescentes de H202: 0, 2uM, 4uM, 6uM e 8uM.
Também foi feito um mix para a curva de peroxido, na qual foi utilizado tampéao
A2, composto com CaCl2 e NADPH (1mM), que foi adicionado a cada ponto da
curva. Feito isso, adicionou-se NADPH a cada poco da placa contendo as
amostras e a fluorescéncia foi mensurada no espectrofluorimetro por,
aproximadamente, 40 minutos (Victor®). O comprimento de onda de excitacao
empregado foi de 530nm e de emissao de 595nm. Enfim, a geracdo de H20: foi
determinada usando-se a curva de calibracéo e os resultados foram expressos

como nanomoles de H202 por hora por mg de proteina (nmol H202.h-*.mg de

ptn1).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados ndo temporais (Area de infarto, peso relativo dos 6rgaos,
producdo de H20: e indice de severidade de arritmias) foram analisados
através do teste t de Student. Por outro lado, os dados referentes a funcéo
ventricular (Pressédo desenvolvida do ventriculo esquerdo, primeira derivada de
pressao positiva e negativa, pressao diastélica e sistélica, frequéncia cardiaca
intrinseca) foram analisados através de ANOVA two-way com pdés — teste de

Bonferroni.

Em relacdo a analise molecular, utilizou-se o teste t de student. Para
tanto, os dados utilizados consistiram nos valores de 222CT de cada amostra
dos grupos controle, em relagdo a média do proprio grupo. No caso dos grupos
experimentais, as andlises foram realizadas utilizando-se valores de 2-22CT de
cada amostra experimental em relacdo a média dos ACts do grupo controle,
todos transformados para escala logaritmica na base 10. Utilizou-se a escala
logaritmica para ndo subestimar os dados, no caso de existir reducdo da

expressao do alvo, visto que, em escala linear, essa diminuicdo gera valores
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entre 0 e 1, enquanto o aumento da expressdo pode gerar valores de 1 a .
Todos os dados do presente estudo foram apresentados como média * erro
padrdo da média (EPM), sendo considerados significativos quando P < 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 PESO CORPORAL E PESO RELATIVO DOS ORGAOS

A administracdo cronica de propionato de testosterona, nos moldes do
modelo estipulado pelo nosso grupo, nao alterou o peso corporal dos ratos de
maneira relevante. A despeito disso, foi possivel observar redu¢cdo no peso
relativo testicular, o que indica que o tratamento foi eficaz em inibir o eixo
hipotalamo — hipdéfise — testiculos, favorecendo o desenvolvimento de atrofia
testicular. Os animais tratados com EA também apresentaram aumento do
peso total e peso relativo do coracdo, indicando remodelamento cardiaco
caracterizado por hipertrofia. Nao foi possivel observar diferencas significativas

no que tange aos pesos relativos pulmonar, hepatico e renal (Tabela 1).

Tabela 2 Dados Morfométricos.1!

T GrupoComole | GupoeA
I 11 269,85 7/679000 101 285,0% 8966, L NS

Peso cardiaco (g) 1,245 £ 0,03879 1,658 £ 0,08511 ***pP < 0,001
Peso relatlvo

cardiaco (mg/q)

Indlce Pulmonar 1,967 + 0,1283 2,058 + 0,1381

Indice Testicular 4,430 +0,1134 3,273 +0,1687 **P < 0,001

5.2 AREA DE INFARTO

Ap6s indugcdo de 30 minutos de isquemia global e 60 minutos de
reperfusdo, os coragdes dos animais tratados com EA, durante a adolescéncia,

apresentaram aumento de, aproximadamente, 54,76% na area de infarto (EA

11 Os resultados foram expressos em média = EPM. *P<0,05; ***P<0,001. NS, néo significativo.
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66,27% £ 2,75% vs CTL 45,21% * 9,31%), em relacdo aos animais do grupo
controle (Fig. 10).

Area de infarto
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Figura 11 Area de infarto em relag&o a area total-10

5.3 FUNCAO VENTRICULAR

Junto aos efeitos morfolégicos, a testosterona também afetou,
significativamente, o desempenho mecéanico dos coracfes dos ratos. Embora
ndo tenham sido observadas diferencas significativas em relacdo ao
desempenho basal e durante a isquemia, a recuperacdo da presséo
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo foi significativamente menor nos
coracBes dos animais tratados com testosterona, durante 92% do periodo de

reperfuséo cardiaca (Fig. 12).

Tendo em vista que a PDVE é, basicamente, a diferenca entre a presséo
sistdlica e a pressado diastélica final do VE, a baixa recuperacdo da PDVE
poderia ser decorrente tanto do aumento da PDFVE, quanto da reducdo na
PSVE. Assim, foi observado que houve significativo aumento na PDFVE apés o

tratamento com EA (Fig. 13B), durante cerca de 69% do periodo de reperfuséo
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cardiaca, sem alteracdes relevantes na PSVE (Fig. 13A), ao longo do mesmo

periodo.

A despeito da auséncia de diferenca estatistica concernente & PSVE, os
coragOes oriundos do grupo EA apresentaram reducao na recuperacgéao da dP /
dt maxima, ao longo da reperfusdo (Fig. 13C). Deste modo, € possivel
constatar que o tratamento com testosterona atenuou a velocidade de
contracao dos coragdes. lgualmente, também houve reducdo na dP/dt minima,
ao longo do periodo de reperfuséo cardiaca (Fig. 13D), evidenciando a menor
velocidade de relaxamento apds o tratamento com testosterona. Além disso, os
valores basais da velocidade de relaxamento, per se, também se mostraram
reduzidos apdés o tratamento com testosterona, indicando ingeréncia
fisiopatologica, fomentada pelo EA, sobre a funcdo cardiaca basal, isto é,

independente dos mecanismos atrelados a injuria de isquemia/reperfusao.

Pressao desenvolvida do VE
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Tempo (min)

Figura 12 Pressédo desenvolvida do VE.1?

12 Os resultados foram expressos em média + EPM. *P<0,05; **P<0,01 ***P<0,001.
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Figura 13 PSVE (A), PDFVE (B), dP/dt maxima (C) e minima (D).13

5.4 ARRITMIAS CARDIACAS

Ndo obstante ao remodelamento cardiaco e aos prejuizos no
desempenho mecénico, os coragdes do grupo EA apresentaram maior
pontuacdo em relacéo ao tipo de arritmias durante a fase de reperfusao. Assim,
de acordo com indice de severidade de arritmias, o tratamento com
testosterona, restrito a fase adolescente, favoreceu a incidéncia de arritmias

graves, em coragodes isolados, oriundos de ratos Wistar adultos (Fig. 14).

13 PDVE, Presséo desenvolvida do VE; PSVE, presséao sistélica do VE; PDFVE, presséo
diastolica final do VE. Os resultados foram expressos em média + EPM. *P<0,05; **P<0,01
***P<(,001.
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Figura 12 Susceptibilidade a ocorréncia de episddios arritmicos.4

5.5 REATIVIDADE AORTICA

A administracdo de EA, ao longo da adolescéncia, aumenta a
reatividade aortica durante a perfusdo de fenilefrina, isto €, houve maior
vasoconstrigdo em resposta a estimulagao ai-adrenérgica (Fig.15A) em relacao

ao grupo controle.

Por outro lado, os anéis de aorta oriundos do grupo EA apresentaram
maior capacidade de relaxamento diante da infusdo de doses crescentes de

acetilcolina na solucédo do banho do 6rgao (Fig. 15B).

14 Os resultados foram expressos em média = EPM. **P<0,01.
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Figura 13 Reatividade aértica.t®

5.6 REXPRESSAO DO PROGRAMA GENETICO FETAL

Os coracfes dos animais do grupo EA apresentaram maior expressao
génica da cadeia pesada de miosina tipo f (Fig.16B), em relacdo ao grupo
controle, sem, porém, demonstrarem alteracdo significativa no que tange a
MHCa. (Fig.16A) Por conseguinte, houve prevaléncia na supraregulacdo da
expressao génica da MHCpB, em relacao as alteracfes na expressao génica de
MHCa, sendo esta razdo estatisticamente maior no grupo EA, comparada ao
grupo controle (Fig.16C). Em contrapartida, ndo foi observada diferenca entre
0S grupos experimentais, no que tange a expressdo de mRNA de BNP
(Fig.16D).

Assim sendo, em concordancia com a hipertrofia cardiaca e a baixa
recuperacdo no desempenho mecanico, foi possivel observar a reativacdo do
perfil de expressdo génica fetal, comum ao longo do desenvolvimento de

hipertrofia, especialmente durante a insuficiéncia cardiaca.

15 Os resultados foram expressos em média + EPM. *P<0,05.
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Figura 14 Reativagdo do programa genético fetal.1®

5.7 EXPRESSAO GENICA DE SERCA2a E RyR

No intuito de se estudar os efeitos dos esteroides anabdlicos sobre a
expressao de proteinas relacionadas ao transporte do célcio, foram observada
as expressoes génicas de SERCA2a e RyR entre os grupos referidos. Desta
maneira, ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo aos
parametros supracitados. Por conseguinte, isto sugere que nao ha
envolvimento destas proteinas nas alteracdes fisiopatolégicas concernentes ao

protocolo utilizado neste estudo.

16 MHC, cadeia pesada de miosina; BNP, peptideo natriurético derivado do cérebro. Os
resultados foram expressos em média + EPM, **P<0,01; ***P<0,001.
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Figura 15 Expressédo génica de SERCA2a e RyR.17

5.7 ESTRESSE OXIDATIVO

A despeito da maior susceptibilidade a injaria de isquemia/reperfuséo,
nao foi observada nenhuma alteracao no que tange a producéo de peréxido de
hidrogénio pelas enzimas da familia Nox/Duox (Fig.18). Por conseguinte, &
possivel constatar que as atividades das referidas enzimas nao diferiram nas

condi¢des experimentais do presente estudo.
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Figura 16 Atividade das enzimas DUOX e NOX.

17 DUOX, dual oxidases; Nox, NADPH oxidases; SERCA2a, ATPase de célcio do reticulo
sarcoplasmatico; RyR, receptor para rianodina. Os resultados foram expressos em média +
EPM.
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Em relacdo a expressdo génica das enzimas referentes a maquinaria
antioxidante celular, ndo foram observadas diferencas em relagdo a SOD1,
SOD2, SOD3, GPx1 e GPx3 (Fig.19). No entanto, a expressdo de mRNA de

catalase foi, significativamente, menor no grupo EA (Fig.19F).

Consequentemente, a exposicdo aos EA, ao longo da adolescéncia,
aumenta a susceptibilidade ao estresse oxidativo em coracgdes de ratos Wistar

adultos, ao longo da injaria de isquemia/reperfuséo.
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Figura 17 Expressédo de mRNA das enzimas antioxidantes.®

18 SOD, superoéxido dismutase; GPx,glutationa peroxidase; CAT, catalase. Os resultados foram
expressos em média + EPM.*P<0,05.
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6 DISCUSSAO

Aparentemente, este estudo é pioneiro em avaliar os efeitos da
administracéo cronica de EA na adolescéncia sobre o desdobramento da injuria
de isquemia/reperfusdo na fase adulta. Com base nas observacdes feitas neste

estudo, foi possivel notar, pela primeira vez:

1) O tratamento cronico com esteroide anabdlico, durante a adolescéncia,

promoveu hipertrofia cardiaca persistente ao longo da fase adulta.

2) O referido remodelamento cardiaco foi acompanhado por aumento
significativo da area de infarto, apds isquemia/reperfusao global.

3) O desempenho mecéanico dos coragbes oriundos do grupo EA foi
significativamente prejudicado durante o periodo basal e reperfusdo. Assim, foi
possivel observar aumento da pressao diastolica final, em nivel basal e durante
a reperfusdo, que, por sua vez, conduziu a reducdo da pressao desenvolvida
pelo VE. Ademais, as velocidades de contracé@o e relaxamento também foram,

relevantemente, reduzidas, na mesma condicao.

4) Consonante com a hipertrofia cardiaca observada, os animais do grupo EA
apresentaram maior susceptibilidade a sobrecarga hemodinamica, uma vez
gue a contracdo e o relaxamento dos anéis de aorta deste grupo, em face da

perfuséo de fenilefrina e acetilcolina, foram, respectivamente, maior e menor.

5) Corroborando o remodelamento cardiaco e o déficit na performance
mecanica do VE, observou-se que os cora¢des do grupo EA apresentaram
reativacdo do perfil de expressdo génica fetal, por meio do aumento na

expressao génica de MHC}.

6) Em face do tratamento com testosterona, as propriedades elétricas dos
coragOes foram, significativamente, afetadas, haja visto que foi observada

maior incidéncia de arritmias, ao longo da reperfuséo.

7) Nao ha envolvimento da expressdo génica de SERCA2a e RyR nos
mecanismos fisiopatologicos atrelados a maior susceptibilidade a injuria de

isquemial/reperfusdo observada, no momento observado.
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7) Observou-se que a atividade das enzimas da familia Nox/Duox, em coracdes
de ratos Wistar adultos, ndo € alterada pela administracdo de EA ao longo da
adolescéncia e, portanto, ndo interfere na injaria de isquemia/reperfusdo, a
despeito dos prejuizos provocados por esta abordagem farmacologica. Da
mesma forma, ndo foi observada alteracdo na expressdo génica de SOD1,
SOD2, SOD3, GPx1 e GPx3. Entretanto, houve menor expressdo de mRNA da
CAT, o que sugere maior susceptibilidade ao estresse oxidativo no grupo EA.

6.1 REMODELAMENTO CARDIACO

A hipertrofia cardiaca (HC) é, frequentemente, referenciada como uma
resposta adaptativa a diversos eventos estressores ao coragdo, COmo
sobrecarga hemodinamica, valvulopatias e infarto do miocardio. Todavia,
paradoxalmente, de acordo com o Framingham Heart Study, a HC pode ser
considerada um forte preditor de mortalidade e morbidade na populacdo em
geral, mas especialmente em cardiopatas (Kannel et al. 1983). Além disso, a
HC também é considerada o principal fator de risco para o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca coronariana e acidente vascular
cerebral (Kannel 1991).

Especificamente, o risco associado a HC remete tanto ao aumento da
massa miocardica, quanto a mudanca na forma das camaras ventriculares. Em
virtude destas alteracdes, é possivel observar disfuncéo sistolica e diastdlica,
maior incidéncia de arritmias ventriculares graves, morte subita, infarto do
miocéardio e acidente vascular cerebral. Deste modo, a HC seria uma etapa
inicial, possivelmente adaptativa e clinicamente mensuravel, de eventos
progressivos, que conduzem a insuficiéncia cardiaca, constituindo o conceito

de “doenca cardiovascular continua”.

Neste contexto, através da analise do peso relativo do coracdo, o
presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que a hipertrofia cardiaca

provocada pela administracdo cronica de EA, ao longo da adolescéncia,
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persiste durante a fase adulta, em ratos Wistar. Consonante com esta
observacédo, estudos prévios demonstram que o tratamento cronico de ratos
Wistar adultos com EA aumenta, significativamente, o peso relativo do coracao
(Chaves et al. 2006; Pereira-Junior et al. 2006; Medei et al. 2010; Tanno et al.
2011; Hassan e Kamal 2013; Marques-Neto et al. 2014).

Frequentemente, o remodelamento provocado pelos EA é caracterizado
por hipertrofia de cardiomidcitos e apoptose celular (Zaugg et al. 2001; Rocha
et al. 2007; Medei et al. 2010; Franquni et al. 2013; Hassan e Kamal 2013).
Também ¢é possivel observar aumento na deposicdo de colageno,
supostamente em decorréncia da reducdo na degradacdo desta molécula
(Rocha et al. 2007; Franquni et al. 2013).

A sequéncia de eventos que leva ao desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca ap6s administracdo de EA é complexa. Sabe-se que a testosterona,
em nivel basal, ndo sé aumenta a expressdo génica de angiotensinogénio e
renina plasmatica, como também aumenta a sensibilidade cardiovascular a
angiotensina Il (Chen et al. 1992; Ojeda et al. 2010). Em consonancia com
estes eventos, a administracdo cronica de EA aumenta, de forma significativa,
a expressao génica e proteica do receptor para angiotensina Il tipo 1 (AT1), e a
expressao proteica e atividade da enzima conversora de angiotensina, tipo 1,
(ECAL1) nos coracdes de ratos Wistar adultos (Rocha et al. 2007; Franquni et al.
2013; Marques-Neto et al. 2014).

A angiotensina Il (ANGII) é conhecida por engendrar hipertrofia dos
cardiomiécitos e conduzir ao remodelamento cardiaco, de modo que a sua
inibicdo promove melhoras significativas no remodelamento cardiaco poés-
infarto (Pfeffer et al. 1992; Olivares et al. 2007; Trindade et al. 2007; Dai et al.
2011; Hernandez et al. 2014). Além disso, a ANGII aumenta, sobremaneira, a
deposicao miocardica de colageno, através da estimulacao de receptores AT1
localizados nos fibroblastos e, indiretamente, através da via do fator
transformador de crescimento 1 (TGFB1) (Dai et al. 2011; Zhang et al. 2014).
Além da ANGII, Marques — Neto e colaboradores demonstraram que a
exposicdo cronica de ratos Wistar adultos & sobrecarga de EA aumenta, de

maneira relevante, a expressao do receptor de mineralocorticoides no coracao
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(Marques-Neto et al. 2014). Assim como a ANGIl, a aldosterona &,
conhecidamente, estimuladora da hipertrofia de cardimiocitos e, principalmente,
da sintese de coldgeno, de modo que o antagonismo dos seus receptores €,
amplamente, utilizado na rotina clinica em pacientes com insuficiéncia cardiaca
(Silvestre et al. 1999; Pitt et al. 2003; Endemann et al. 2004).

N&do obstante a ingeréncia sobre o sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), a testosterona, em nivel basal, também enaltece a
expressao de citocinas pro-inflamatérias no coracao de ratos Wistar, haja vista
a reducdo na expressao de interleucina 18 (IL-1B) e fator de crescimento
tumoral a (TNFa) neste ambiente, apds orquiectomia (Pavon et al. 2012). Em
consonancia com estas observacfes, coracfes oriundos de ratos Wistar
adultos tratados cronicamente com EA mostram aumento significativo na
expressdo de TNFa, IL-6 e IL-1B (Fineschi et al. 2011; Franquni et al. 2013).
Concomitantemente, também é possivel observar reducdo na expressao da IL-
10, conhecida interleucina antiinflamatoria, na condicdo supracitada (Franquni
et al. 2013). Assim como a propria ANGII, a inflamacdo esta relacionada,
diretamente, ao processo de remodelamento cardiaco marcado por hipertrofia
cardiomiocitaria e fibrose e, deste modo, contribui para o fenétipo cardiaco
suscitado pelos EA (Torre-Amione et al. 1996; Barth et al. 2000; Harada et al.
2005).

BN

Junto a inflamacdo no microambiente cardiaco e a hiperatividade do
SRAA, os EA também favorecem o aumento da prevaléncia da atividade
simpética sobre a atividade parassimpética (Pereira-Junior et al. 2006; Hassan
e Kamal 2013). Ademais, os coragbes de ratos Wistar adultos, tratados
cronicamente com EA, apresentam maior expressdo de receptor adrenérgico
tipo B1 e B2 (Fineschi et al. 2011; Penna et al. 2011; Tanno et al. 2011).
Corroborando este achado, nosso grupo também demonstrou, pela primeira
vez, aumento da prevaléncia da atividade simpatica sobre a parassimpatica em
ratos Wistar adultos, apds administracdo cronica prévia de EA na adolescéncia
(Olivares et al. 2014).

Assim sendo, haja visto que as vias [ adrenérgicas, particularmente a

via B1, favorecem a hipertrofia cardiomiociaria, assim como a deposi¢cdo de
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colageno, é natural excogitar a hipotese de que a hiperatividade simpatica seja
um mecanismo importante no desdobramento da hipertrofia cardiaca, mediante
administracdo de EA. De fato, é possivel observar que os EA acarretam lesfes
analogas a miocardite adrenérgica em roedores (Fanton et al. 2009).

Possivelmente, este caracteristico desequilibrio autonédmico, consociado
a intoxicacdo com EA, também envolve a reducdo na sensibilidade do
barorreflexo (Beutel et al. 2005; Franquni et al. 2013). Diante deste contexto,
Marques — Neto e colaboradores demonstraram que o bloqueio do SRAA, ao
longo do tratamento crbnico com EA na fase adulta, reverte o referido
desequilibrio autondmico supracitado (Marques Neto et al. 2013). Portanto, é
criticamente sugestivo que a sobrecarga cronica de EA promova uma
ingeréncia fisiopatologica ao nivel da liberacdo de noradrenalina pelas
terminacdes simpaticas cardiacas, ou mesmo no SRAA central, em adi¢cdo ao

aumento na expressao dos receptores beta-adrenérgicos ao nivel cardiaco.

6.2 REATIVIDADE DA AORTA

O impacto do aumento da pressao arterial no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca ja foi evidenciado tanto ao nivel experimental, quanto
clinico. Estudos mostram que ha uma correlacdo diretamente proporcional
entre a espessura da parede ventricular esquerda e 0s niveis pressoricos,
monitorados ao longo de 24 horas, em humanos (Verdecchia et al. 1990).
Ademais, no Framingham Heart Study, foi possivel observar relacdo causa-
efeito entre variacdes na pressao sistolica e a labilidade na massa miocérdica,

em cerca de 10% dos pacientes, ao longo de 30 anos (Kannel et al. 1983).

Assim, com o espessamento da parede ventricular, o estresse de parede
exercido pela sobrecarga pressorica €, supostamente, reduzido, de acordo com
a lei de Laplace. Por conseguinte, esta relagdo sugere, novamente, que a
hipertrofia cardiaca consiste em um mecanismo adaptativo em face da
sobrecarga pressorica. No entanto, conforme a hipertrofia se desenvolve, a

capacidade contratil intrinseca €, paulatinamente, atenuada. Além disso, como
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mencionado no tépico anterior, a hipertrofia cardiaca consiste no fator de risco

mais importante para o desenvolvimento de diversas cardiopatias.

Dentro deste contexto, o presente estudo demonstrou, pela primeira vez,
gue o tratamento de ratos Wistar adolescente com EA alterou a reatividade da
aorta, em relacdo ao grupo controle, na fase adulta. Fundamentalmente, os
anéis de aorta dos animais do grupo EA apresentaram maior contracdo
mediante administracdo de fenilefrina, conhecido agonista ai-adrenégico. Por
outro lado, a capacidade de relaxamento dos anéis de aorta, provocada pela
acetilcolina, foi aumentada no grupo EA, em comparacdo ao grupo controle.
Em suma, isto indica que os anéis de aorta do grupo EA apresentaram maior
reatividade em face a estimulos vasoconstritores e vasodilatadores. Somada a
maior atividade simpatica, observada nas mesmas condi¢bes experimentais, €
possivel excogitar a hipétese de que a maior reatividade vascular a estimulos

vasoconstritores conduza os animais do grupo EA a sobrecarga hemodinamica.

Corroborando o presente estudo, a sobrecarga crénica de EA, restrita a
fase adulta de ratos Sprague-Dawley, promove aumento da vasoconstricao
sensivel a fenilefrina, concomitantemente a reducédo na vasodilatacdo sensivel
ao oxido nitrico, em anéis de aorta isolados, na presenca de endotélio (Ferrer
et al. 1994). Estas alteracdes sao ilustradas, in vivo, pelo aumento significativo
da pressao arterial sistélica, em ratos Wistar, apds administracao crénica de EA
(Tanno et al. 2011). Especificamente, Hassan e colaboradores demonstraram
aumento da pressao arterial sistolica a partir da 42 semana de sobrecarga com
EA, em ratos Wistar adultos (Hassan e Kamal 2013).

Condizente com as observacbes experimentais, consumidores de EA
demonstram maior pressao sistllica, diastélica e pulsétil, em relacdo aos
pacientes-controle (Kasikcioglu et al. 2007). Além disso, a capacidade
vasodilatadora, induzida por glicerol trinitrato, também €& prejudicada nesta
condicdo (Lane et al. 2006). Deste modo, este referido cenario pressorico
reflete, supostamente, o aumento da rigidez adrtica, em usuarios de EA
(Kasikcioglu et al. 2007).

Ainda que os experimentos do presente estudo tenham sido conduzidos

somente na presenca do endotélio, ndo é possivel constatar se as disfuncdes
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vasculares observadas remetem, exclusivamente, a esta camada vascular. Em
face do carater lipofilico dos EA, a atuagdo destas moléculas no leito vascular

pode ocorrer ao nivel endotelial e/ou da musculatura lisa.

Em contraste com as nossas observagOes, diversos estudos
demonstram, experimentalmente, que a testosterona, em nivel fisiolégico,
reduz a reatividade vascular agudamente e cujo mecanismo envolvido neste
evento varia entre os leitos vasculares. Além disso, Franquni e colaboradores
ndo observaram alteragcfes relacionadas a reatividade de anéis da aorta, apos
administracao cronica de EA em ratos Wistar adultos (Franquni et al. 2013).

Em anéis de aorta toracica, a testosterona promove vasodilatacdo
associada ao endotélio, porém, ndo dependente do mesmo, possivelmente
através do estimulo da secrecdo de 6xido nitrico pela 6xido nitrico sintase, de
maneira ndo gendmica (Costarella et al. 1996). Além disso, o antagonismo de
canais para célcio tipo L dependentes de voltagem (LTCC), presentes em
midcitos vasculares, é particularmente importante para o relaxamento da
musculatura lisa em anéis de aorta toracica pela testosterona (Montafio et al.
2008). Contudo, observou-se efeito dual nesta condigéo, visto que, enquanto
doses na escala nanomolar provocaram inibicdo dos LTCC, concentracdes na
escala micromolar aumentaram a corrente de calcio no miécito vascular, o que,
por sua vez, favorece a contracdo deste fenotipo celular e, assim,
vasoconstricdo (Montafio et al. 2008). Por outro lado, no leito vascular
mesentérico, a vasodilatacdo promovida pela testosterona envolve,
possivelmente, a sintese de 6xido nitrico endotelial e, subsequentemente, a
ativacdo de canais para potassio ativados por calcio, de maneira ndo genémica
(Tep-Areenan et al. 2002).

Em contrapartida, estudos prévios mostram que a orquiectomia reduz o
tbnus vascular das artérias cerebrais meédias, somente na presenca de
endotélio, e, supostamente, através do aumento sintese de tromboxano A2 e
acido hidroeicotetrandico (Gonzales et al. 2004; Gonzales et al. 2005;
Vasudevan et al. 2012). Em longo prazo, portanto, € possivel observar reducéo
na pressao arterial, em ratos Wistar espontaneamente hipertensos, apos

submissédo a orquiectomia (Morano et al. 1990).
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Adicionalmente, a testosterona também favorece a elevacdo na sintese
de espécies reativas de oxigénio nos leitos vasculares. Em parte, este referido
efeito depende do aumento na expressédo de Nox e da migracéo de células da
musculatura lisa, o que, consequentemente, favorece o remodelamento
vascular em ratos Wistar, espontaneamente hipertensos ou ndo, no periodo de
30 — 120 minutos pés-administracdo de testosterona (Chignalia et al. 2012).
Condizente com estas observacdes experimentais, a vasodilatacdo mediada
pelo endotélio, em resposta a hiperemia, € significativamente maior em homens
com hipogonadismo, em comparacdo com pacientes-controle, sendo este
padrdo revertido apOs tratamento cronico com testosterona (Zitzmann et al.
2002).

Desta maneira, sugere-se que, cronicamente, a testosterona promova
alteracdes estruturais e funcionais no microambiente vascular que, por sua vez,
favorecem maior reatividade arterial a estimulos vasoconstritores, como
observado no presente estudo, o que condiz com a sobrecarga pressorica
observada in vivo em outros estudos. Além disso, os ja mencionados aumentos
na atividade do SRAA e da vertente simpética do sistema nervoso autbnomo
também contribuem para 0 aumento da resisténcia vascular periférica e, assim,

da pés-carga, apos administracdo de EA.

Assim, é possivel que a maior sobrecarga hemodinamica corrobore o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca e, assim, contribua para o aumento da
susceptibilidade a injaria de isquemia/reperfusdo cardiaca, em ratos Wistar

adultos.

6.3 AUMENTO NA AREA DE INFARTO

Associado a hipertrofia cardiaca, a média da area de infarto dos
coracdes do grupo EA foi, aproximadamente, 54,76% maior que a média do

grupo controle. Ratificando esta observacéo, Penna e colaboradores também
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observaram maior susceptibilidade a injaria de isquemia/reperfusao, através da
area de infarto, apdés administracdo cronica de decanoato de nandrolona

restrita a fase adulta (Penna et al. 2011).

Em contraste, estudos prévios ndo observaram aumento da area de
infarto apdés exposicdo cronica a EA (Chaves et al. 2006; Marques Neto et al.
2013). Primeiramente, esta diferenca pde em evidéncia as diferentes
caracteristicas farmacocinéticas atreladas ao decanoato de nandrolona,
utilizado no referido trabalho, e ao propionato de testosterona, utilizado no

presente estudo.

A 19-nortestosterona, também conhecida como nandrolona, apresenta
um arcabouc¢o molecular similar a testosterona, sem o grupo 19-metil, que da
origem a 17-decanoato-19-nortestosterona (Decanoato de Nandrolona, DECA).
Esta esterificacdo confere uma taxa de absorcdo mais lenta e, portanto,
aumenta sua meia-vida apos administracdo intramuscular (Minto et al. 1997).
Assim como no presente estudo, a DECA é solubilizada em veiculo oleoso
(6leo de amendoim e alcool benzilico) e administrada via intramuscular, assim,
nao sofre metabolismo de primeira passagem hepéatica (Minto et al. 1997). No
entanto, sua esterificacdo é prontamente desfeita pela acdo de esterases

plasmaticas, originando a 19-nortestosterona.

Nos tecidos que expressam a enzima 5a-redutase, a 19-nortestosterona
€ convertida em 5a-dihidro-19-nortestosterona, cuja afinidade pelo receptor
para andrégenos €, aproximadamente, 10 vezes menor do que a DHT (Téth e
Zakéar 1982). Além disso, sua aromatizagdo é 80% menos eficaz em
comparacao a molécula da testosterona, o que se reflete em menores efeitos
estrogénicos (Ryan 1959). Neste contexto, embora as células presentes no
coracdo nao expressem a Sa-redutase (Normington e Russell 1992), a

aromatase é, por sua vez, amplamente expressa (Grohé et al. 1997).

Desta maneira, € provavel que a ingeréncia estrogénica, no presente
estudo, seja, aparentemente, superior, tanto no microambiente cardiaco,
guanto nos demais tecidos positivos para a expressdo de aromatase, em
comparacao com o estudo conduzido por Chaves e colaboradores. Por outro

lado, tecidos que apresentam expressdo da enzima 5a-redutase sao,
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supostamente, mais reativos ao tratamento desempenhado no presente
estudo, haja visto que, como fora mencionado, o produto da catélise
desempenhada por esta enzima, sobre a testosterona, é a DHT, cuja poténcia

€, significativamente, superior a 5a-dihidro-19-nortestosterona.

Esta diferenca também sugere que o consumo de EA na adolescéncia
provoca mudancas criticas no microambiente cardiaco, de modo que a
sobrevivéncia dos cardiomidcitos, perante o episodio de isquemia e,
subsequentemente, repefusdo cardiaca, €, criticamente, mais afetada, em

relacdo ao tratamento restrito a fase adulta.

Adicionalmente, a notavel diferenca na area de infarto pode ser
decorrente da prépria hipertrofia precedente. Em sua esséncia, coracdes
hipertrofiados demonstram menor resiliéncia perante a injuria de
isquemia/reperfusdo, tanto em modelos in vivo, quanto ex vivo. A rarefacdo da
microcirculagdo coronariana e redugéo da reserva coronariana, observadas em
diversos modelos de hipertrofia cardiaca, parecem ser fatores providenciais
para aumentar a susceptibilidade dos coracfes hipertréficos a injaria de
isquemial/reperfusdo (Levy et al. 2001); (Brilla et al. 1991). Além disso, a fibrose
intersticial, assim como os focos inflamatérios presentes no miocardio
hipertréfico, sobretudo nas areas perivasculares, podem diminuir,
dramaticamente, o fluxo de oxigénio e nutrientes para os cardiomiécitos, tanto
no periodo pré-isquémico, quanto na reperfusdo (Brilla et al. 1991). Por
conseguinte, junto a elevada demanda energética inerente aos cardiomidcitos
hipertréficos, 0s eventos supracitados aumentam, sobremaneira, a

susceptibilidade a injaria de isquemia/reperfusao.

N&o obstante a sugestiva ingeréncia fisiopatoldgica atrelada a hipertrofia
cardiaca, diversos estudos sugerem que a testosterona, em nivel fisiologico,
contribui, diretamente, nos eventos celulares que culminam com a formagéo do
infarto. De fato, experimentalmente, machos desenvolvem area de infarto
significativamente superior as fémeas (Bae e Zhang 2005; Brown et al. 2005;
Lagranha et al. 2010).

Particularmente, a testosterona, em nivel basal, favorece o aumento na

atividade da proteina cinase ativada por mitdgeno p38 (p38MAPK) (Wang et al.
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2005). Embora os mecanismos envolvidos na ativacdo da p38MAPK pela
testosterona ndo estejam totalmente claros, sabe-se que esta enzima exerce
um papel chave na ativacdo de vias pro-apoptéticas ao longo da injuria de
isquemia/reperfusdo (Ma et al. 1999). Aparentemente, a via pré-apoptoética
atrelada a p38MAPK envolve, em parte, a inibicdo das cinases reguladas por
sinalizacao extracelular e, consequentemente, o silenciamento parcial do Sinal
de transdutor e ativador de transcricdo 3 (STAT3) (Porras et al. 2004). De fato,
a orquiectomia atenua, de maneira significativa, a ativacdo de STAT3 e do
Supressor de sinalizagao de citocina 3, mediante isquemia e reperfusdo ex vivo
(Wang et al. 2009).

Presumivelmente, em face da hiperativacdo da p38MAPK e
concomitante silenciamento da STAT3, a proteina pré-apoptética mitocondrial
Bax acaba sendo regulada positivamente (Porras et al. 2004). De fato, a
testosterona, em niveis fisioldgicos e suprafisioldgicos, aumenta, sobremaneira,
a razao da expressao proteica de Bax/Bcl-2 (Zaugg et al. 2001; Huang et al.
2010). Consequentemente, isto conduz a formagdo do PTM, liberacdo do
citocromo c e, assim, ativacdo da via das caspases, consequentemente
provocando a apoptose celular (Narita et al. 1998; Borutaite et al. 2003; Hassan
e Kamal 2013). Condizente com esta observacédo, a orquiectomia, assim como
o tratamento com antagonistas do receptor para andrégenos, atenua a ativacao
das caspases 1 e 11, apés a inducdo da injaria de isquemia/reperfusdo em
coragOes isolados (Wang et al. 2005).

N&o obstante a inducdo de vias pré-apoptética, a testosterona também
induz a inibicdo de vias antiapoptéticas. Particularmente, tanto a testosterona,
quanto a DHT regulam, negativamente, a ativagdo da fosfatidilinositol 3-cinase
(PI3K) e, por conseguinte, a ativacao da proteina cinase B (PKB / Akt) (Huang
et al. 2010). Essencialmente, a Akt exerce um papel fundamental na
manutencdo da integridade cardiomiocitaria, em face de diversas condi¢des
estressoras no coragcdo, como o0 proprio infarto do miocardio e hipertrofia
cardiaca. Assim, através da inibicdo da via PI3K/Akt, a biodisponibilidade do
fator de transcricio FOXO3a aumenta, assim como a expressdo dos seus
alvos, como o receptor CD95L, também conhecido como FasL, da familia de

receptores de TNF-a, conhecido por promover apoptose (Huang et al. 2010).
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Outrossim, é possivel que o aumento na expressao de FasL pela testosterona
também envolva a via da p38MAPK (Sharov et al. 2003). Por conseguinte, em
face do aumento na expresséo de citocinas pro-inflamatdrias no microambiente
cardiaco, promovida pela testosterona diante da injaria de isquemia/reperfuséao,
0 aumento na expressdo de FasL torna-se, potencialmente, importante no

desenvolvimento da area de infarto.

Apesar das observacgdes supracitadas, poucos estudos se dispuseram a
estudar a vias de sinalizacdo atreladas ao aumento da area de infarto em
decorréncia da sobrecarga de EA, na referida condicdo. Dentro deste contexto,
o estudo conduzido por Marques-Neto e colaboradores destaca a reducdo na
expressdo dos canais para potdssio sensiveis a ATP (Katp), apés

administracdo cronica de EA na fase adulta (Marques Neto et al. 2013).

A priori, o canal Katp atua como um sensor metabdlico e, portanto,
mediante reducgdo da raz&o na biodisponibilidade intracelular de ATP / ADP, o
poro do canal € aberto e favorece o efluxo de potassio. Como corolario deste
evento, o potencial de acdo sarcolemar €, significativamente, reduzido, o que,
presumivelmente, reduz a sobrecarga sarcoplasmica de calcio durante a
isquemia (Suzuki et al. 2003). Isto decorre do fato de que em potenciais de
membrana mais negativos, a atividade dos canais para calcio tipo L voltagem-
dependnetes € menor. Consequentemente, a reduzida expressdo destes
canais, ap0s administracdo cronica de EA, atenua a resiliéncia em face da
injuria de isquemial/reperfusdo, comprovada através do modelo ex vivo em
aparato de Langendorff (Marques — Neto et al., 2013). No entanto, ainda séo
necessarios muitos esfor¢cos no intuito de se caracterizar, precisamente, as vias
de sinalizacdo moduladas pelos EA que estdo envolvidas no desdobramento
do infarto do miocérdio.

6.4. COMPROMETIMENTO DAS PROPRIEDADES MECANICAS
CARDIACAS
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Tendo em vista que a administracdo de EA, ao longo da adolescéncia,
provocou aumento da massa cardiaca e da area de infarto, &€ presumivel que
as propriedades mecéanicas também sejam prejudicadas. Deveras, a
recuperacdo da pressao desenvolvida pelo VE foi, significativamente, reduzida
no grupo EA. Essencialmente, a pressdo desenvolvida consiste na diferenca
entre as pressdes sistdlica e diastdlica, ou seja, a reducdo na PDVE pode
decorrer tanto da redugdo na presséao sistolica, quanto do aumento na pressao
diastolica. Assim, foi observado que, nas condicbes desenvolvidas neste
estudo, os animais do grupo EA apresentaram aumento significativo da
pressao diastolica final, em comparacdo ao grupo controle, sem alteractes

relevantes concernentes a pressao sistélica, durante a reperfusao.

A despeito da auséncia de alteracbes em relacdo a pressao sistélica, a
recuperacdo da velocidade de contracdo, mensurada através da primeira
derivada de pressdo méaxima, foi, significativamente, menor apos o tratamento
com testosterona, ao longo da reperfusdo. De maneira similar, a recuperagéo
da dP/dt minima foi, significativamente, atenuada nos coracdes dos ratos do
grupo EA. Além disso, a préopria dP/dt minima basal mostrou-se atenuada no
grupo EA. Diversas evidéncias clinicas sugerem que disfuncfes diastdlicas,
amiude, precedem a hipertrofia cardiaca clinicamente detectavel. Além disso, a
propria reducdo da propriedade luzitrépica do coracdo aumenta, por si, a
morbimortalidade cardiovascular. Portanto, é possivel que a hipertrofia
cardiaca observada neste estudo seja o corolario, dentre outros fatores de
risco, da reducdo na funcdo diastdlica do coracdo, constituindo, assim,
diferentes fases da doenca cardiovascular continua. Em contraste com as
nossas observacdes, a administracdo crénica de EA, per se, ao longo da fase
adulta, nao foi capaz de afetar os parametros supracitados, significativamente,
em diversos estudos (Chaves et al. 2006; Penna et al. 2011; Marques Neto et

al. 2013).

Efetivamente, nenhuma relacdo causa-efeito foi demonstrada no intuito
de se elucidar mecanismos atrelados ao déficit nas propriedades mecéanicas do
coracdo no grupo EA. Neste contexto, a hipertrofia cardiaca € um dos
principais riscos a funcdo mecéanica do coragdo, independente do possivel viés

adaptativo. Como ja foi mencionado anteriormente, dentre as caracteristicas
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inerentes ao remodelamento cardiaco provocado pelos EA, destaca-se o
aumento na deposicdo de colageno e hipertrofia concéntrica (Rocha et al.
2007; Franquni et al. 2013). Além disso, a testosterona, em nivel basal, confere
maior desorganizagao na disposic¢ao das fibras musculares cardiacas (Pavon et
al. 2012). A vista das alteracBes supracitadas, as propriedades viscoelasticas
do coracdo séo, significativamente, prejudicadas, de modo que a pressao
diastélica €, primariamente, elevada e, assim, o enchimento ventricular &
comprometido. Subsequentemente, isto favorece a reducédo no deébito sistélico,
assim como no débito cardiaco. Em contrapartida, outros estudos também
observaram hipertrofia cardiaca sem, contudo, estar associada a disfungao
mecanica, apés administracdo cronica de EA (Chaves et al. 2006; Marques-
Neto et al. 2014). Deste modo, é possivel que o remodelamento cardiaco
evocado pelos EA seja importante, porém, ndo seja o Unico fator necessario

para a depreciacdo da funcdo mecéanica cardiaca.

Em conjunto com a mudanca no fendétipo cardiaco, as alteracbes no
metabolismo e no arcabouco celular cardiomiocitario também contribuem para
o comprometimento da funcdo mecanica cardiaca, neste contexto.
Particularmente, a testosterona, em nivel basal, estimula o metabolismo
glicolitico, em cardiomidcitos, através do aumento na expressao de GLUT, via
cinase dependente de monofosfato de adenosina ciclico e da cinase
dependente de calcio-calmodulina (Wilson et al. 2013). Assim é possivel
observar aumento na producdo de energia. Por outro lado, em doses
suprafisiolégicas, € possivel observar lesdes mitocondriais e sarcoméricas no
miocardio, o que sugere alteracdes nocivas no metabolismo energético e na
capacidade de encurtamento do sarcomero, em cardiomiocitos de roedores,
apos administracdo cronica de EA na fase adulta (Appell et al. 1983). Deste
modo, sdo necessarios mais estudos para caracterizar os eventos bioquimicos
atrelados ao metabolismo energético cardiomiocitario, em modelos de
sobrecarga de esteroides anabdlicos e, assim, concatenar novos horizontes em

relacdo as disfuncdes cardiacas atreladas a este modelo.

A priori, a propria area de infarto também contribui, de maneira
proeminente, na reducdo da performance contratil do coracdo. Neste contexto,

observa-se uma estreita correlacdo negativa entre o tamanho da area de infarto
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e a PDVE, provavelmente devido ao aumento da pressdo diastolica final
(Pfeffer et al. 1992). Esta correlacdo € vista, principalmente, em areas de
infarto acima de 47% da éarea total do VE, mas também pode ser notada em
areas de infarto moderadas (31 — 46%) (Pfeffer et al. 1992).

Os mecanismos associados a perda da capacidade contratil, em funcéo
da area de infarto, remetem desde a perda de substrato contratil, per se, isto é,
a morte de cardiomidcitos, até o desenvolvimento de resposta inflamatéria no
miocardio preservado. Diversas moléculas pro-inflamatorias favorecem o
comprometimento do encurtamento de fibras cardiomiocitarias, em parte,
devido a estimulacdo da cinase regulada por sinalizacdo apoptoética (ASK), via
espécies reativas de oxigénio. Assim, ASK fosforila a troponina T, o que

provoca a desensibilizacdo da maquinaria sarcomérica (Woldbaek et al. 2003).

No entanto, da mesma forma que a hipertrofia cardiaca, estudos
precedentes mostram que, a despeito do aumento na area de infarto provocado
pelos EA, o desempenho contratil do VE ndo é, significativamente, afetado
(Penna et al. 2011). Novamente, estas divergéncias enaltecem a influéncia das
diferentes propriedades farmacocinéticas entre os farmacos utilizados neste, e
nos demais estudos. Como a testosterona é convertida em DHT, enquanto a
nandrolona é convertida em metabdlitos menos ativos, € provavel que o0s

efeitos provocados pela testosterona sejam mais agressivos.

Além disso, a relacéo idade — tratamento fica, novamente, em evidéncia,
diante das divergéncias com os estudos conduzidos somente ao longo da fase
adulta. Supostamente, é possivel que a administracdo de EA durante a
adolescéncia seja, proeminentemente, mais capciosa a integridade funcional
do sistema cardiovascular, ao longo da fase adulta, ap6s desdobramento da
injuria de isquemia/reperfusdo, ja que as propriedades mecanicas foram, de

maneiral geral, mais afetadas do que em estudos conduzidos em adultos.

6.5 REPROGRAMACAO GENICA FETAL
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Junto ao desenvolvimento de hipertrofia descompensada, o coracéo
também sofre um processo de reprogramacdo génica fetal, em face de
estimulos estressores. Frequentemente, este processo €& caracterizado por
aumento na maquinaria enzimatica atrelada ao metabolismo glicolitico, reducao
da maquinaria enzimatica associada ao metabolismo lipidico, aumento da
expressdo dos peptideos natriuréticos, atrial e cerebral (BNP) (Razeghi et al.
2001). Além disso, diante do déficit no desempenho mecéanico observado em
diversos modelos de hipertrofia cardiaca, especialmente reducdo na tensdo
ativa e na velocidade de encurtamento fibrilar, propés-se a correlacdo destas
alteragcbes com a atividade ATP&sica da miosina, localizada nas cadeias
pesadas deste molécula (MHC).

Originalmente, a molécula da miosina € composta por um par de MHC e
dois pares de cadeias leves. No coracdo, é possivel observar trés padrées
diferentes em relacdo a expressdao das MHC, V1, V2 e V3, que diferem em
relagdo a combinacao das isoenzimas a e . Em sua esséncia, V1 consiste na
expressdo do padrao aa, V2, em af, enquanto V3 refere-se a expressdo do
padrdao BB. Em seres humanos, a composicdo das MHC no miocardio
ventricular apresenta prevaléncia da isoforma [ (Miyata et al. 2000). Em

contrapartida, em roedores, a isoforma a prevalece (Izumo et al. 1987).

A despeito destes padrbes pré-estipulados, diversos estimulos pro-
hipertroficos, enddégenos e exdgenos, sao capazes de alterar a expressao das
isoformas a e B. Em geral, o hipertireoidismo, 0 exercicio, a gestacao,
frequentemente consociados ao padrdo de hipertrofia, frequentemente
denominada na literatura como fisioldégica, aumentam a expressdo génica e
proteica de MHCa, em roedores (Izumo et al. 1987). Isto, entdo, confere maior
velocidade na atividade ATPasica da miosina o que, por sua vez, favorece o

aumento na velocidade e for¢ca de encurtamento dos cardiomidécitos.

Em contrapartida, a MHCp, prevalente somente na fase fetal da vida em
roedores, confere maior economia energética na geracéo de forca, visto que a
integral tens@o-tempo para forga por ciclo de ponte cruzada é superior. Apesar
desta virtude, diversos modelos de “hipertrofia patolégica” sao caracterizados

pelo aumento na expressao génica e proteica da isoforma B, associado a
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reducdo na expressdao da isoforma a, concomitantemente a queda no

desempenho contratil (Izumo et al. 1987; Ueta et al. 2012).

No presente estudo, foi demonstrado, pela primeira vez, que a
sobrecarga de EA favorece, condizente com a hipertrofia cardiaca patologica, o
desenvolvimento da reprogramacao génica fetal, haja vista a prevaléncia na
alteracdo da expressdo génica de MHCB sobre MHCa, observada nos
coracgOes do grupo EA. De fato, esta referida mudanca na programacéo génica
corrobora as disfungbes mecanicas observadas no presente estudo, em

especial a reducéo na dP/dt maxima.

Os mecanismos condizentes com a reativacdo génica fetal, apds
sobrecarga de EA, ainda ndo foram descritos. Contudo, diversos estudos
relatam que a orquiectomia aumenta a razdo da expressdo génica de
MHCB/MHCa em cardiomidcitos, em contrapartida a reducédo neste parametro
mediante reposi¢cdo da testosterona, sendo os dois padrbes dependentes da
reducdo e aumento, respectivamente, na expressao génica de MHCa e MHC
(Gustafson et al. 1987; Morano et al. 1990; Calovini et al. 1995; Golden et al.
2004).

Em contraste, ndo foi observada alteracdo no padrdo de expressao
génica da MHCa no presente estudo. Por conseguinte, sugere-se que 0
estabelecimento da prevaléncia na alteracdo da expressdo de MHCB em
coracgOes de ratos Wistar adultos, no nosso modelo, ndo remete ao efeito direto
da ativacdo dos receptores androgénicos, mas sim aos demais estimulos pro-
hipertréficos iniciados pelos EA, como a hiperatividade do SRAA (Okoshi et al.
2004).

Em contrapartida as observacfes em relacdo a MHC, néo foi observada
alteracdo na expressdo génica de BNP entre 0s grupos experimentais.
Notavelmente, a expressao génica de BNP €, frequentemente, aumentada em
coracbes hipertroficos, especificamente em casos de hipertrofia
descompensada, ao nivel clinico e experimental (Luchner et al. 2000; Francis
et al. 2001). Por outro lado, a transicdo da hipertrofia descompensada para a
compensada é caracterizada pela normalizagdo da expressdo do mRNA de

BNP cardiaco. Por conseguinte, é provavel que a hipertrofia cardiaca
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observada neste modelo néo seja tdo agressiva a ponto de alterar a expresséo

génica de BNP, ou mesmo que ja esteja sendo revertida.

6.6 COMPROMENTIMENTO DAS PROPRIEDADES ELETRICAS
CARDIACAS

Uma das principais causas de o6bito, durante a reperfusdo cardiaca, é o
desenvolvimento de episodios arritmicos que, por sua vez, favorecem a
ocorréncia de assitolia e morte subita. Desta maneira, qualquer evento que,
porventura, aumente a incidéncia de episédios arritmicos, na condicdo
supracitada, confere riscos proeminentes a higidez do paciente. Clinicamente,
as arritmias mais graves envolvem perturbacdes nas propriedades elétricas
ventriculares, de modo a afetar, criticamente, o débito cardiaco, como

taquicardia / flutter ventricular e fibrilacdo ventricular.

Neste contexto, de acordo com indice de severidade de arritmias,
observou-se que a sobrecarga cronica de EA em ratos Wistar machos, ao
longo da adolescéncia, favorece, relevantemente, a incidéncia de arritmias
graves, durante a reperfuséo cardiaca, em coracdes isolados, ao longo da fase
adulta. Aparentemente, esta € a primeira vez em que o0 consumo de EA é
concatenado a maior incidéncia de episédios arritmicos, ao longo da injuria de

isquemia/reperfusao.

De maneira geral, a hipertrofia cardiaca, per se, favorece o
desdobramento de perturbacbes eletrofisiolégicas miocardicas e, assim, de
episédios arritmicos fatais (Levy et al. 1987). A principio, estas perturbacfes
sdo sustentadas por alteracdes morfolégicas, como a maior deposicao de
colageno na matriz extracelular e a hipertrofia dos cardiomiocitos. O colageno
atua como um isolante elétrico no microambiente cardiaco e, assim, provoca o
desacoplamento elétrico dos cardiomiécitos, fazendo com que o coracdo deixe
de funcionar como um sincicio (Saba et al. 2005; Almaas et al. 2013). A
hipertrofia de cardiomidcitos, por sua vez, aumenta a dispersdo do impulso

elétrico, observando-se prolongamento do intervalo QT, além de aumento na
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amplitude do complexo QRS, sendo ambos preditores de mortalidade
(Oikarinen et al. 2004).

Ademais, a ingeréncia fisiopatolégica peculiar dos EA sobre as
propriedades elétricas do sarcolema configura um risco a parte concernente ao
desenvolvimento de arritmias. Fundamentalmente, a testosterona, per se,
favorece o aumento da corrente pelo LTCC, através dos receptores nucleares,
e inibicdo da mesma corrente, agudamente, de maneira ndo-gendmica (Er et
al. 2007). Aléem disso, a exposicdo crbnica de ratos Wistar a doses
suprafisiolégicas de EA reduz, sobremaneira, a expressao de subunidades do
canal para a corrente de potassio Ito (Kvl.4; Kv4.3; KChiP2), de modo que é
possivel observar prolongamento do potencial de acdo, mensurado em 90% de
duracdo e, consequentemente, maior duracdo do intervalo QT, em
cardiomiécitos (Medei et al. 2010). Consequentemente, 0s riscos de ocorréncia
de pés-despolarizagbes precoces, assim como de Torsades de pointes e

fibrilag&do ventricular sdo, significativamente, elevados.

Outros possiveis mecanismos arritmogénicos presentes nas sindromes
cardiovasculares provocadas pelos EA envolvem, essencialmente, o aumento
da atividade do SRAA, da inflamagcdo no microambiente cardiaco e,
principalmente, o aumento da atividade simpatica, sendo possivel observar,
aumento da frequéncia cardiaca basal em ratos Wistar adultos, apés
tratamento cronico com EA (Hassan e Kamal 2013). Presumivelmente, a maior
area de infarto encontrada nos coracbes dos ratos do grupo EA também
favorece aumento na incidéncia de arritmias graves. Essencialmente, devido a
maior perda de cardiomiécitos no grupo EA, a conducado elétrica através do
miocardio é, supostamente, mais afetada pelas alteracBes elétricas
sarcolemares, além do reconhecido desacoplamento das juncbes gap no

miocardio isquémico.

6.7 EXPRESSAO GENICA DAS PROTEINAS RELACIONADAS AO CALCIO
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Fisiologicamente, o calcio é fundamental para a contracdo cardiaca,
através da interacdo com a troponina C, o que permite a acoplamento entre
actina e miosina. No entanto, ao longo da injuria de isquemia/reperfuséo, a
sobrecarga deste ion favorece diversas alteracfes perniciosas as propriedades
elétricas e contrateis do cardiomidcito, além de iniciar cascatas de sinalizacéo
pro-apoptoéticas. Desta forma, levando em consideracdo e reduzida dP/dt
minima basal no grupo EA, além do déficit na recuperagdo do desempenho
mecanico e da maior incidéncia de arritmias cardiaca no grupo EA, € possivel

gue os EA interajam com a maquinaria celular atrelada ao balanco do calcio.

Fundamentalmente, em niveis basais, a testosterona modula,
positivamente, a forca de contracdo dos cardiomiocitos, através da inibicdo da
fosfolambam e, assim, maior ativacdo da SERCAZ2a (Witayavanitkul et al.
2013). Por outro lado, a sensibilidade do receptor para rianodina (RyR) ao
calcio é elevada em ratos orquiectomizados (Witayavanitkul et al. 2013). Além
disso, estudos mostram que a testosterona inibe, alostericamente, o LTCC, in

vitro, de forma semelhante ao nifedipino (Hall et al. 2006).

A despeito da aludida alteracdo engendrada pela testosterona na
atividade da SERCA2a e na sensibilidade do RyR, ndo foram observadas
diferencas significativas a respeito das expressées génicas dos mesmos, no
presente estudo. Embora esta observacdo indique auséncia de participacao
destas moléculas neste modelo, os seus respectivos papeis, no contexto
abordado por este estudo, ndo devem ser descartados. E possivel que a
interacdo dos EA com SERCA2a e RyR se dé ao nivel pés-transcricional e,
deste modo, ndo seria detectado pelo PCR-RT. N&o obstante, € essencial
analisar outros alvos relacionados ao balanco do calcio, como o LTCC,
fosfolambam, NCX e a bomba sarcolemar de calcio.

Neste contexto, sabe-se que as ROS sdo capazes de modular a
atividade de diversas proteinas através de reacdes de oxidagado/reducéo, o que
culmina na alteragdo da atividade enzimatica sem, porém, alteracdes
guantitativas na biodisponibilidade proteica. De fato, o peréxido de hidrogénio é

capaz de oxidar residuos de cisteina, inclusive na SERCAZ2a, favorecendo a

67



reducdo na atividade desta enzima, o que € revertido pelo aumento da
biodisponibilidade da catalase (Qin et al. 2013).

Enfim, pouco se sabe a respeito dos efeitos da sobrecarga de EA na
cinética do célcio, em cardiomidcitos, de modo que sdo necessarios mais
estudos para elucidar este aspecto das sindromes cardiovasculares
provocadas pelos farmacos em questdo. Por outro lado, através do presente
estudo, é possivel constatar que ndo ha ingeréncia significativa no ambito
transcricional da SERCA2a e RyR, o que, por sua vez, enaltece outros

mecanismos de fisiopatoldgicos engendrados pelos EA.

6.8 ESTRESSE OXIDATIVO: POSSIVEL EPICENTRO

Diversos estudos destacam o papel critico desempenhado pelas ROS
nas disfuncdes cardiovasculares, como hipertrofia, arritmogénese e injuria de
isquemia/reperfusdo. Tendo em vista que a administracdo cronica de EA, na
fase adulta, atenua a atividade de enzimas antioxidantes (Chaves et al. 2006),
€ possivel que as ROS sejam importantes, talvez o epicentro, dos prejuizos
nas propriedades elétricas e mecanicas, até mesmo na area de infarto,

observados nos animais ap0s sobrecarga de EA.

Deste modo, pela primeira vez, a atividade de enzimas envolvidas na
sintese de ROS no microambiente cardiaco foi estudada, apdés administracao
cronica de EA. Funcionalmente, as enzimas da familia Nox catalisam a
oxidacdo do NADPH e, subsequentemente, reducdo do oxigénio, gerando
anion superoxido (Guzik et al. 2006). Por partiiharem grande parte da
sequéncia de aminoacidos, as enzimas da Duox também promovem a referida
reagdo. Contudo, por apresentarem uma porcdo peroxidase, no dominio N-
terminal, as Duox também sdo capazes de catalisar a reducdo do &nion
superéxido em peroxido de hidrogénio. Aléem disso, entre o dominio homologo
as NOX e o dominio N-terminal, as Duox apresentam dominios de regulacéo
do célcio, o qual explica, em parte, porque a sobrecarga de calcio aumenta a

sintese de ROS (Ameziane-El-Hassani et al. 2005).
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No entanto, ndo foi observada nenhuma alteragcdo nas atividades de
NOX e DUOX em coracOes de ratos Wistar adultos, apds sobrecarga cronica
de EA na fase adolescente. Por outro lado, isto ndo reduz a importancia da
ingeréncia fisiopatolégica modulada pelas ROS nas disfuncdes
cardiovasculares provocadas pelos EA, tdo pouco na injuria de

isquemia/reperfusao.

Outra possibilidade envolve a alteragdo na maquinaria antioxidante, visto
que ja foi observado, previamente, reducéo nas atividades da SOD e GPX em
coragOes de ratos Wistar adultos, em modelo de isquemia/reperfusdo de
coracdes isolados, ap6s administracdo crénica de EA (Chaves et al. 2006).
Corroborando esta observacdo, expressao génica e proteica de SOD1 no
coracdo de ratos Wistar adultos, em modelo de isquemia/reperfusdo de
coracOes isolados, aumenta sobremaneira, apés submissdo a orquiectomia,
sendo estes eventos revertidos pela administracdo de testosterona e DHT
(Huang et al. 2010).

Em contraste, a expressao génica das isoformas de SOD 1, 2 e 3, assim
como GPx 1 e 3, ndo foram alteradas pela sobrecarga de EA, em comparacao
ao grupo controle, apos a reperfusdo cardiaca, no presente estudo. Por
conseguinte, estes achados erguem, novamente, ponderacfes a respeito de
diversos fatores peculiares ao modelo utilizado pelo presente estudo.
Fundamentalmente, esta foi a primeira vez na qual as expressdes génicas de
SOD e GPx em coracbes de ratos Wistar adultos foram avaliadas apos
sobrecarga de propionato de testosterona, mas em especial ao longo da

adolescéncia, apos inducéo da injaria de isquemia/reperfuséo.

A reducdo na atividade de SOD e GPx observados por Chaves e
colaboradores, apds sobrecarga de decanoato de nandrolona em ratos Wistar
adultos, pode ser decorrente da reducao na biodisponibilidade, assim como da
redugcdo na atividade catalitica, per se, das referidas enzimas, sem,
necessariamente, envolver a maquinaria transcricional. Desta maneira, 0S
fatores idade, abordagem terapéutica e o tipo de analise molecular devem ser

levados em consideracdo na comparacdo destes estudos. Assim, é possivel
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que as atividades de SOD e GPx sejam afetadas no modelo utilizado pelo

presente estudo, em contraste ao que foi observado no ambito transcripcional.

Contrariando as observagfes supracitadas, a expressao génica da
catalase foi, significativamente, reduzida apés a reperfusdo no grupo EA.
Corroborando este achado, o nivel sérico de testosterona, assim como a
administracdo crbnica de propionato de testosterona, estd negativamente
correlacionado a atividade da catalase em coragBes de ratos Wistar adultos
(Sadowska-Krepa et al. 2011). Por outro lado, a exposicdo crénica de ratos
Wistar adultos ao decanoato de nandrolona ndo surtiu efeito na atividade da

catalase, apés a reperfusdo de coracdes isolados (Chaves et al. 2006).

A catalase exerce um papel chave na homeostase celular ao converter o
H202 em Oz e H20. Neste contexto, o peroxido de hidrogénio contribui,
criticamente, para a extensdo da injuria de isquemial/reperfusdo. A principio,
camundongos trangénicos que apresentam hiperexpressdo da catalase
demonstram reducdo de até 40% na area de infarto, enquanto a recuperacéo
da funcao contrétil € cerca de 300% maior do que animais controle, em modelo
de isquemia/reperfusdo global em coracfes isolados através do aparato de
Langendorff (Li et al. 1997). Além disso, ao longo prazo, a reducdo da
biodisponibilidade de H20:2 esté correlacionada com a reducdo na expresséo de
genes proinflamatérios e profibréticos, além da reducdo na expressdo de

colageno 1A (Pendergrass et al. 2011).

N&o obstante aos efeitos sobre o remodelamento cardiaco, a incubacgéo
de cardiomiocitos em meio com peréxido de hidrogénio aumenta,
significativamente, a concentracdo intracelular de calcio, através da interacéo
com a SERCAZ2a, receptores de rianodina e trifosfato de inositol (Wang et al.
1999). Assim, a perfusédo de coragdes isolados com 0,1 — 0,5 mmol/L de H20:2
provoca reducdo da PDVE, da dP/dt maxima e minima (Wang et al. 1999). Em
face da inducdo da injuria de isquemia/reperfusdo, em coragfes isolados, a
perfusdo dos coragdes com H202 prejudica a recuperacao da PDVE, em virtude
do aumento na pressao distélica ventricular, assim como das velocidades de

contracao e relaxamento, ao longo da reperfusao (Myers 1998).
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Com base nas observacdes anteriores, € possivel enaltecer o papel
critico do peroxido de hidrogénio na menor resiliéncia observada nos coragdes
do grupo a injuria de isquemia/reperfusdo. Embora a relacdo causa-efeito ndo
tenha sido o foco do presente estudo, a menor expressdo génica da catalase
ratifica a hipotese excogitada, isto é, de que o estresse oxidativo ocorre
concomitantemente a maior susceptibilidade a injuria de isquemia/reperfusao
em coracdes de ratos Wistar adultos, apos sobrecarga de EA ao longo da

adolescéncia.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, observou-se, pela
primeira vez, que a administracdo cronica de EA, durante a fase adolescente
de ratos Wistar, aumenta, sobremaneira, a susceptibilidade a injuria de
isquemia/reperfusédo na fase adulta, em modelo de coragéo isolado, através do
aparato de Langendorff. Essencialmente, a administracdo de EA, per se,
favoreceu o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca, marcada por reativacao
do padrdo de expressdao génica fetal, ilustrado pelo aumento na razéo
MHCB/MHCa. Consonante com estes padrées, fenotipico e genotipico,
cardiacos, observou-se maior reatividade vascular nos anéis de aorta isolados

dos animais do grupo EA.

Mediante submissdo a isquemia global, os coracbes do grupo EA
desenvolveram areas de infarto superiores, o0 que, por sua vez, ratifica a
hipétese do aumento na susceptibilidade a injaria de isquemia/reperfuséo, apos
administracdo de EA na fase adolescente. Condizente com o desenvolvimento
de hipertrofia, reprogramacdo génica fetal e maior area de infarto, o
desempenho mecéanico cardiaco, ao longo da reperfusdo, também foi,
relevantemente, prejudicado no grupo EA. Precisamente, a recuperacdo da
pressao diastélica final foi significativamente atenuada, conduzindo a PDVE a
valores inferiores ao grupo controle. Ademais, a recuperacao das velocidades
de relaxamento e contracdo, durante a reperfusdo, também foram,
relevantemente, reduzidas pela testosterona. No entanto, estas altera¢cdes nao

foram acompanhadas de veriagcdes na expressao génica de SERCA2a e RyR.

Enfim, os coragcbes de ratos previamente tratados com propionato de
testosterona, ao longo da adolescéncia, também apresentaram maior
susceptibilidade ao desenvolvimento de episddios arritmicos, através da maior
incidéncia de batimentos ventriculares prematuros, taquicardia/flutter ventricular

e fibrilagéo ventricular, em comparagédo com o grupo controle.

Concomitante as disfuncbes mecanicas e elétricas cardiacas, observou-
se maior susceptibilidade ao estresse oxidativo no coracao de ratos tratados

com EA na adolescéncia, ainda que de forma modesta, ilustrada pela menor
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expressao génica de catalase. Contudo, sdo necessarios mais estudos para
elucidar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos nas sindromes
cardiovasculares engendradas pelos EA, particularmente, na injaria de
isquemial/reperfusdo, e especialmente na condicdo de consumo ao longo da

adolescéncia.
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