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RESUMO:
Embora existam aplicacdes clinicas de esterdides anabdlicos androgénicos (EEA),

também ha abuso generalizado destas substancias por estarem relacionadas ao
aumento da massa muscular e forca. O uso indevido de EAA é um problema
complexo, pois conduziu ao abuso destes compostos, a principio por competidores de
alto nivel, alcancando também éareas de atividade fisica em geral. O objetivo deste
trabalho foi investigar alteragBes bioquimicas e fisiolégicas em musculos esqueléticos
de ratos submetidos a imobiliza¢do tratados com decanoato de nandrolona (NA), com
foco de analise nas reservas de glicogénio, suas rela¢cdes quimio-metabdlicas e
moleculares. Foi avaliado o efeito da NA sobre as reservas de glicogénio, a
concentracdo de proteinas e analise molecular, em musculos de ratos desnervados.
Uma analise do perfil eletrocardiografico também acompanhou a andlise. Foram
utilizados ratos Wistar, divididos: grupo controle (C), controle tratado com nadrolona
(0,7mg/Kg/semana, N7), controle tratado com o nadrolona (5mg/Kg/semana, N5),
imobilizado (1), imobilizado tratado com nandrolona (0,7mg/Kg/semana, IN7) e
imobilizado tratado com nandrolona (5mg/Kg/semana, IN5). O contetido de glicogénio
foi analisado no ventriculo (V), figado (F) e nos musculos séleo (S), gastrocnémio
branco (GB) e gastrocnémio vermelho (GV), por meio do método fenol sulfarico.
Andlise da proteina total foi realizada no S, pelo método colorimétrico, atraves de um
kit laboratorial. Na analise biomolecular, foi utilizado o método Western Blot. Na
analise estatistica foi aplicado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov,
seguido do pds-teste de Tukey. Os resultados mostraram que a dose 5mg/kg/semana
de nandrolona comprometeu o perfil eletrocardiografico e ndo demonstrou efeito
benéfico para a musculatura imobilizada. Por outro lado, na dose 0,7mg/kg/semana a
nandrolona promoveu melhora nas reservas glicogénicas dos musculos imobilizados
além de exercer acdo anti-catabdlica onde expressa ac¢do por duas vias, uma direta
onde promoveu agdo enquanto secretagogo e uma indireta a partir da ativagéo da via
insulinica tecidual, condicdo em que promoveu a ativacao das enzimas AKT e mTOR
responsaveis pela manutencdo das condi¢cdes energéticas e da massa muscular.
Conclusdo: Nandrolona na dose de 0,7 mg/Kg/semana foi eficiente em prevenir os
efeitos deletérios que acompanham o processo de desuso da musculatura esquelética,
mantendo condi¢cdes préximas ao musculo controle, sendo sugestivo sua utilizagao
enquanto ferramenta farmacoldgica envolvida na preservacdo da homeostasia
tecidual, fator facilitador da recuperacao funcional.

Palavras chave: Nandrolona, imobilizagdo muscular, glicogénio



Abstract

Although there are clinical applications of anabolic androgenic steroids (EEA),
there is also widespread abuse of these substances because they are related to
increased muscle mass and strength. The misuse of EEA is a complex problem, since
it led to the abuse of these compounds, the principle of high level competitors, also
reaching the areas of physical activity in general. The aim of this study was to
investigate biochemical and physiological changes in skeletal muscles of rats subjected
to immobilization treated with nandrolone decanoate (NA), focusing on analysis of
glycogen stores, their relationships chemo-metabolic and molecular. The effect of NA
on the reserves of glycogen, protein concentration and molecular analysis in
denervated muscles of rats. An analysis of electrocardiographic profile also
accompanied the analysis. Wistar rats were divided: the control group (C), control
treated with nadrolona (0.7 mg/ kg/week, N7), control treated with nadrolona
(5mg/kg/week, N5), immobilized (I), immobilized treated with nandrolone (0.7
mg/kg/week, IN7) and immobilized treated with nandrolone (5mg/kg/week, IN5). The
glycogen content was analyzed in the ventricle (V), liver (F) and soleus (S), white
gastrocnemius (WG) and red gastrocnemius (RG), using the phenol sulfuric method.
Analysis of total protein was performed in S, the colorimetric method, using a
laboratory kit. In biomolecular analysis, we used the Western blot method. Statistical
analysis was applied the normality test of Kolmogorov-Smirnov test followed by post-
Tukey test. The results showed that high doses of nandrolone committed the
electrocardiographic profile and has shown no beneficial effect on the immobilized
muscles. Moreover, the clinical dose nandrolone promoted improvement in the
immobilized muscles of glycogen reserves in addition to exerting an anti-catabolic
action which expresses two routes, one which promoted direct action as a
secretagogue and indirectly from the activation of the insulin tissue condition that
promoted the activation of AKT and mTOR enzyme responsible for maintaining the
energy conditions and muscle mass. Conclusion: Nandrolone at a dose of 0.7
mg/kg/week was effective in preventing the deleterious effects that accompany the
process of disuse of skeletal muscles, maintaining conditions close to the muscle
control, which suggested their use as pharmacological tool involved in the preservation
of homeostasis tissue, a factor that enhances the functional recovery.

Key words: nandrolone, immobilization, skeletal muscle.
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1. INTRODUCAO

Fraturas O&sseas, rupturas ligamentares, lesbes musculares, doencas
degenerativas, bem como as articulares, podem exigir, apds cirurgia ou tratamento
conservador, imobilizacdo dos membros, comumente realizada por meio da
aplicacao de aparelho gessado (Halar e Kathleen, 2002).

Experimentalmente na literatura ha trabalhos abordando os modelos de
desuso muscular, como a denervacao, tenotomia, suspensao de membro, repouso
prolongado em leito e imobilizacdo articular (Musacchia et al., 1988). Esses modelos
de desuso se diferem quanto ao periodo, posicao articular e material utilizado. Com
relacdo a posicao da articulacdo do tornozelo, podem ser encontrados trabalhos em
flexdo plantar ou em dorsiflexdo para que os musculos sejam avaliados em posi¢coes
de encurtamento, alongamento ou ainda posi¢cdo neutra. Por outro lado, estudos que
utilizaram a posicao de 90° do tornozelo promovem concomitante imobilizacdo das
articulagcdes do joelho e quadril.

A plasticidade histo-fisioldgica das fibras musculares esqueléticas permite que
estas sejam capazes de adaptar constantemente sua funcionalidade deflagrando
mudancas no seu tamanho ou na tipagem. Mdltiplos estimulos podem promover
estas mudancas, merecendo destaque os modelos de desuso muscular, alteracoes
hormonais, nutricdo, estimulacao elétrica neuromuscular, entre outros (Salvini, 2000;
Polacow et al., 2003, Durigan et al., 2005).

Neste sentido, sabe-se que a hipotrofia muscular induzida por desuso ocorre
em associagdo com desordens ortopédicas como na osteoartrite crbnica, frente a
imobilizacdo no tratamento de fraturas, tratamento com glicocorticoides ou ainda em
situacdes de manutencdo por repouso prolongado. Assim, tem sido demonstrado
gque o desuso muscular induz uma gama de efeitos deletérios, tais como a
proliferacdo do tecido conjuntivo intramuscular, atrofia muscular, reducdo da
densidade dos capilares, dos sarcébmeros em série, da forca e resisténcia a fadiga
(Reardon et al., 2001).

O desuso muscular crénico, produzido por condicdes de inatividade
prolongada, imobilizagdo do membro ou microgravidade, induz resisténcia a insulina,
potencializando o estado catabdlico em musculos esqueléticos de humanos e ratos,
fibrose intramuscular, reducdo da extensibilidade muscular além de limitacdo da
liberdade de movimento articular (Reardon et al., 2001).

Apesar do desuso muscular crénico e da imobilizagdo ser condicbes que



diminuem a captacdo de glicose estimulada pela insulina, ainda ndo esta claro o
mecanismo pelo qual ha alteragdo em suas vias sinalizadoras (Hirose et al., 2000).
Tem sido relatado que a reducao na atividade da jungédo neuromuscular provocada
pela inatividade forcada ou desnervacdo muscular promove reducédo na efetividade
das vias sinalizadoras da insulina, na populacdo de GLUT 4 bem como na sua
expressdo génica, comprometendo a homeostasia energética e acelerando o
desenvolvimento do quadro de resisténcia a insulina (Fushiki et al., 1991; Zhang et
al., 2007).

Recentemente foi relatado que concomitante a imobilizacdo de membros
posteriores de ratos utilizando Ortese de acrilico, mantendo a articulagdo do
tornozelo na posicdo de 90° houve reducdo no contetdo de glicogénio,
acompanhado por uma reducao significativa na massa muscular, da area das fibras
musculares e um aumento significativo da area ocupada pelo tecido conjuntivo
(Durigan et al.,2005).

Nesse contexto, tem-se caracterizado a hipotrofia como um processo
especifico para cada tipo de musculo. Dessa maneira as fibras do tipo | possuem
menor adaptacdo em relacdo as fibras do tipo Il, sendo consequentemente mais
afetadas pelo desuso. Em suma h& consenso que os musculos cuja acdo é anti-
gravitacional possuem maior grau de hipotrofia em situacdes de desuso, ha maior
susceptividade a hipotrofia em fibras lentas oxidativas e o musculo séleo apresenta o
maior comprometimento nestas situacdes por ser predominantemente formado por
fibras do tipo | ao passo que o extensor longo dos dedos que possui predominio de
fibras do tipo Il € menos comprometido (Mercier et al., 1999, Chingui et al., 2008).

Nesse sentido tem se observado que as fibras lentas em situacédo de desuso
apresentam marcantes alteracdes histo-fisiolégicas como irregularidades no reticulo
sarcoplasmatico, fibrilas desintegradas, lesdo mitocondrial, linhas Z estendidas,
como condensacao e fragmentacdo da cromatina nuclear. Além de reducdo de
sarcdOmeros em paralelo (Carson 1997; Tanaka et al., 2004).

Alguns estudos procuram elucidar as alteracbes metabdlicas presentes na
imobilizagdo. Assim, Hilder et al., (2003), em um estudo realizado com suspenséo de
membros posteriores de ratos, foi demonstrado que a resisténcia a insulina
acompanha o processo de atrofia muscular induzida pelo desuso em musculos
esqueléticos de contracdo lenta, como o musculo séleo. Simultaneamente, esses

autores observaram também uma reducdo na expressao de proteinas nos musculos



atrofiados e a correlacionaram a degradacdo da proteina IRS-1 (substrato do
receptor de insulina), o que evidencia uma reducdo na efetividade da sinalizacao
insulinica. Além disso, observaram também uma reducédo na atividade da AKT (faz
parte de uma grande familia de proteinas quinases B (PBK) (Testa e Bellacosa,
2001).

Diversos trabalhos evidenciam as perdas da massa muscular em periodos de
imobilizagéo (Dias et al., 2005, Pelizzari et al., 2008, Matheus et al., 2008). Ohira et
al., (1999) observaram em ratos a implantacéo rapida da hipotrofia em um periodo
de 7 e 10 dias de imobilizacao por suspensao, sendo evidenciado que apos o 10° dia
a perda de massa muscular ocorre com menor velocidade.

Varios modelos experimentais foram desenvolvidos para determinar as
mudancas que ocorrem no musculo apés um periodo de desuso, ja que cada modelo
possui caracteristicas especificas. Historicamente, técnicas nado invasivas e
invasivas, como a desnervacao, tenotomia e fixagdo da articulacdo por meio de
pinos, fornecem a base para o conhecimento das alteragdes provocadas pelo desuso
muscular. Dentre as técnicas invasivas, destaca se a desnervacdo. Essa técnica é
alcancada por meio de seccdo ou esmagamento do nervo, ou ainda por bloqueio
quimico, eliminando a comunicacdo do musculo com o nervo, impedindo a
ocorréncia de reflexos musculares (Musacchia et al., 1988, Marimuthu et al., 2010).

A imobilizacdo por gesso € amplamente descrita na literatura e apresenta
como vantagem a manutencdo de um comprimento muscular constante. Desse
modo, permite uma melhor comparacdo entre os musculos estudados (Heslinga et
al., 1995). Esse modelo de imobilizacdo diminui a acdo de musculos considerados
estabilizadores posturais. Neste sentido, espera-se que as fibras musculares do tipo
I, que séo estabilizadoras posturais, sejam mais susceptiveis a atrofia do que as
fibras do tipo Il de contragdo rapida. (Lieber et al., 1988).

Em 2002, Coutinho et al. propuseram um dispositivo alternativo ao modelo de
gesso para imobilizacdo de ratos que restringe os movimentos de quadril, joelho e
tornozelo com objetivo de estudar os efeitos do desuso muscular. Para tanto,
utilizaram malha de aco e algoddao com algumas vantagens se comparado com o
modelo de gesso como 0 baixo custo, baixo peso e a possibilidade de ser ajustado
para 0 mesmo animal ou em outros com tamanho similar.

O modelo proposto pelo grupo de metabolismo muscular da Universidade

Metodista de Piracicaba é a ortese de resina acrilica, um sistema que promove a



imobilizacédo da articulagdo do tornozelo tanto em posicédo de encurtamento como em
posicdo de 90°. Esse modelo apresenta algumas vantagens se comparado com 0
modelo de gesso como 0 baixo peso, possibilidade de ser ajustado para 0 mesmo
animal, impossibilita o animal de retirar a Ortese e permiti a deambulacgéo (Silva et al.,
2006). Alguns trabalhos deste grupo de pesquisa demonstraram que este modelo
provocou reducdo da massa muscular, da area das fibras do musculo séleo, das
reservas de glicogénio, da forca maxima necessaria para a ruptura muscular e
aumento da densidade de area do tecido conjuntivo do musculo séleo. (Delfino et al.,
2005; Durigan et al., 2005; Schwarzenbeck et al., 2005).

Diante do exposto, é necessario salientar que os estudos de imobilizacédo
apresentam carater multifatorial diferindo quanto ao modelo e material utilizado para
promover o desuso, tempo da imobilizacdo, posicdo articular, atividade
eletromiogréafica e tipagem das fibras musculares analisadas, e isso,

consequentemente, determina os resultados (Dias et al., 2005, Durigan et al., 2005).

1.1. CONSIDERACOES SOBRE AS ACOES DA INSULINA

A sinalizacao intracelular da insulina comega com a sua ligagdo a um
receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade
quinase, composta por duas subunidades o e duas subunidades 3, que atua como
uma enzima alostérica. A ligacdo da insulina & subunidade o permite que a
subunidade [ adquira atividade quinase levando a alteracdo conformacional e
autofosforilacdo, que aumenta ainda mais a atividade quinase do receptor
(Saad, 1994, White, 1997).

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios substratos
protéicos em tirosina. Atualmente, ja foram descrito indmeros substratos do receptor
de insulina, porém, merece destacar que quatro desses pertencem a familia dos
substratos do receptor de insulina, as proteinas IRS. Outros substratos incluem Shc,
Gab-1, p60%* Cbl, JAK2 e APS. A fosforilacdo em tirosina das proteinas IRS cria
sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src 2
(SH2). Dentre estas se destaca a fosfatidilinositol 3(Iquinase (Pl 3-quinase). As
fungbes fisiologicas do IRS-1/2 foram recentemente estabelecidas através da

producdo de camundongos sem 0s genes que codificam o IRS-1 e IRS-2



(camundongos knockout para IRS-1 e IRS-2). O camundongo que n&do expressa

IRS-1 apresenta resisténcia a insulina e retardo de crescimento, mas ndo é

hiperglicémico (Saad et al., 1992, Carvalheira et al., 2002a).

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também pode
ser fosforilado em serina, o que reduz a transmissdo do sinal através da diminui¢cao
da capacidade do receptor em se fosforilar em tirosina apds estimulo com insulina.
Essas fosforilages inibitdrias causam feedback negativo na sinalizacdo insulinica e
podem provocar resisténcia a insulina. A Pl 3-quinase € importante na regulacao da
mitogénese, diferenciacdo celular e transporte de glicose estimulada pela insulina. A
PI1-3 quinase foi originalmente identificada como um dimero composto de uma
subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatéria (p85). A ligacdo dos
sitios YMXM e YXXM (onde Y= tirosina, M= metionina e X= qualquer aminoacido)
fosforilados das proteinas IRS ao dominio SH2 da subunidade p85 da PI 3-quinase
ativa o dominio catalitico associado. A enzima catalisa fosforilacdo dos
fosfoinositideos na posicdo 3 do anel de inositol produzindo fosfatidilinositol-3-
fosfato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato. Atualmente, a
Pl 3-quinase € a unica molécula intracelular considerada essencial para o transporte
de glicose. As proteinas alvo conhecidas dessa enzima sédo a Akt e as isoformas
atipicas da aPKC, porém a funcdo destas proteinas no transporte de glicose ainda
ndo esta bem estabelecida (Carvalheira et al., 2002a).

Além da ativacéo da Pl 3-quinase, outros sinais também sdo necessarios
para que a insulina estimule o transporte de glicose. Essa segunda via envolve a
fosforilacdo do protooncogene Cbl a associado com a proteina adaptadora CAP
formando o complexo Cbl-CAP que ao migrar para a membrana celular interage com
a proteina Crkll que fica associada com a proteina C3G que é uma proteina
trocadora de nucleotideos que catalisa a troca de GDP por GTP da proteina TC10
ativando-a. Uma vez ativada, TC10 causa um sinal para a translocacao da proteina

GLUT4, em paralelo a ativacdo da via da Pl 3-quinase (Thomas e Hall, 1997).

A insulina também estimula a mitogen-activated protein (MAP) quinase,
que € uma via iniciada com a fosforilagdo das proteinas IRS e/ou Shc, que
interagem com a proteina Grb2. A Grb2 esta constitutivamente associada a SOS,
proteina que troca GDP por GTP da Ras ativando-a. A ativacdo da Ras requer a

participacdo da SHP2. Uma vez ativada, Ras estimula a fosforilagdo em serina da



cascata da MAPK que leva a proliferacdo e diferenciacdo celulares. A insulina
aumenta a sintese e bloqueia a degradacdo de proteinas através da ativagdo da
MTOR. mTOR controla a translagéo de proteinas diretamente através da fosforilagdo
da p70- ribossomal S6 quinase (p70™), que ativa a sintese ribossomal de proteinas
através da fosforilacdo da proteina. A mTOR também fosforila a PHAS1, que
aumenta a sintese protéica via aumento da translacdo de proteinas (Cross et al.,
1995).

1.2. CONSIDERACOES SOBRE ESTEROIDES ANABOLICOS
ANDROGENICOS

Atletas de alta performance procuram maximizar seus resultados a todo custo
e, para isso, muitas vezes associam ao treinamento fisico a utilizacdo de substancias
ilegais, como os Esterdides Anabdlicos Androgénicos (EAA). Estas substancias séo
compostos naturais ou sintéticos formados a partir da testosterona e seus derivados,
sendo divididos em dois grupos, a saber: os derivados esterificados e os derivados
alcalinizados. Os primeiros séo representados pelo propionato de testosterona,
enantato de testosterona e cipionato de testosterona sendo utilizados
preferencialmente pela via intramuscular, permanecendo ativos por dias e semanas,
por outro lado, o segundo grupo é utilizado por via oral (Snyder, 2001).

Recentes estudos direcionados a avaliacdo do comportamento farmacolégico
destes agentes indicam uma prescricdo voltada a processos catabdlicos
manifestados em patologias e situacbes especificas como infec¢cdes cronicas,
cirurgias extensivas, trauma severo, deficiéncia hormonal de testosterona,
desnutricdo, anemia aplastica, impoténcia sexual (por insuficiéncia testicular),
puberdade masculina retardada, eunequismo (castracdo), portadores de HIV,
osteoporose e hipogonadismo, climatério, em pessoas portadoras de Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA - diminuicdo da degradagdo do musculo e
manutenc¢do da massa muscular), tratamento de angioedema hereditario ou infecgéo
continua, na combinacdo com o exercicio de endurance sobre a performance
cardiaca e no aumento da tolerancia ao exercicio, além de, em animais, ativar a
regeneracao de tecidos, como o sanglineo e cérneo, sendo importante salientar que

o efeito foi mais expressivo em fibras de contracdo lenta do que em fibras de



contracdo rapida (Liang et al., 1993; Tamaki et al., 2001; Hartgens e Kuipers, 2001,
Larsson et al, 2002; Sattler et al., 2002; Tylicki et al., 2007).

Na década de 70, houve um crescente interesse e desenvolvimento de
estudos cujo eixo norteador estivesse contido na manutencao e restabelecimento da
forca muscular em individuos jovens ou idosos (Simonson et al, 1974).
Sequencialmente, um estudo de Ryan (1981) demonstrou que durante a Segunda
Guerra Mundial, os EAA foram amplamente utilizados para restaurar o balancgo
positivo de nitrogénio em vitimas desnutridas e submetidas a jejum forcado.

Desenvolvido pelo laboratorio Organon e introduzido no mercado em 1962, o
decanoato de nandrolona ou Deca-Durabolin®, cuja substancia ativa é a nandrolona,
€ um dos EAA mais utilizados no mundo (Cunha et al, 2006), encontra-se disponivel
comercialmente como uma preparacao anabdlica injetdvel com acgéo prolongada de
até trés semanas, apo6s administracdo intramuscular em humanos (Kutscher et al,
2002). Comparativamente a testosterona, a nandrolona apresenta maior acgéo
anabdlica e menor atividade androgénica (Wilson 1988, Silva 2002).

Todos os esterbides ditos anabodlicos sdo compostos derivados da
testosterona, os quais, atuando sobre os receptores androgénicos, modulam de
forma indissociavel tanto os efeitos androgénicos como o0s anabdlicos. Tais
substancias variam com relacdo a atividade anabolica androgénica existindo uma
hierarquia quanto a sua relacdo. Asssim a metandrostenolona € 2-5vezes mais
potente que a testosterona e a oximetolona, oxandrolona, nandrolona e estanozol
apresentam relacdes 9,10,10,30 vezes maior, respectivamente. Por sua vez, nenhum
farmaco atualmente disponivel é capaz de desencadear somente efeitos anabdlicos
(Lise et al, 1999).

Os EAA vém despertando a atencdo de pesquisadores na area da saude
devido sua utilizacdo sem prescricdo médica e em altas doses por atletas, com o
objetivo de aumentar a massa muscular, para fins estéticos ou melhorar o
desempenho fisico (Creutzberg et al, 1999). Esta utilizacdo apresenta varios efeitos
colaterais, tais como, atrofia do tecido testicular, tumores hepaticos e prostaticos
(Yesalis, 1993), alterac6es no metabolismo lipidico (Kuipers et al, 1991), alteracdes
emocionais (Gruber e Pope, 2000), surgimento de sintomas psicoticos (Pope Jr et al,
1988) e retencéo hidrica (Joumaa e Léoty, 2001).

Além disso, existem trabalhos relacionando o abuso dos EAA com alteracdes

cardiovasculares como, predisposicdo a hipercoagulabilidade, aumento da



agregacdo plaquetaria e diminuicdo da fibrindlise (Falkenberg et al, 1997),
alargamento da parede ventricular esquerda, aumento da espessura do septo
interventricular e do indice da massa do ventriculo esquerdo, porém com
preservacdao das funcdes sistdlicas e diastolicas normais (Di Belo et al., 1999),
trombose ventricular e embolismo sistémico (McCarthy et al, 2000), cardiomiopatia
dilatada, infarto agudo do miocérdio por oclusdo da artéria descendente anterior e
morte subita por hipertrofia ventricular esquerda (Ferrera et al, 1997).

Os EAA, apos administrados e presentes na corrente sangiinea, apresentam-
se ligados a proteinas transportadoras especificas, tais como a albumina e a
globulina fixadora de horménios sexuais (SHBG) (Rogozkin, 1979) . Dentre os
estudos que descrevem o mecanismo de acdo do esteréide na célula alvo,
Deschenes et al. (1994) e Hiipakka et al. (1998) demonstraram que ao aumentar a
oferta destes horménios para a célula, o mesmo pode seguir dois caminhos:
Primeiro, ligando-se a receptores citoplasmaticos, formando um complexo hormonio-
receptor, o qual, no nucleo combina-se com parte do DNA e exerce funcdo de
estimular a sintese de proteinas via RNA mensageiro; ou segundo, ligando-se a
receptores intranucleares, formando um complexo hormdnio-receptor que ativa a
sintese de proteinas da mesma forma descrita anteriormente. Porém, neste caso, 0
composto ativo ja estd dentro do nicleo para interagir com o DNA.

Ha tempo, o metabolismo energético, em especial no que se refere ao
conteado muscular de glicogénio, tem sido o eixo norteador da investigacdo de
inUmeros cientistas, sendo consenso que o tempo de sustentacdo de determinado
exercicio esta relacionado com a quantidade de glicogénio muscular disponivel,
desta forma altos contetdos referem-se a melhora na performance e baixas reservas
tem relacdo direta com a exaustdo (Baldwin et al, 2003; Shahidi 2001). Com o
prolongamento do exercicio, as reservas musculares de glicogénio diminuem
progressivamente e parte da energia despendida no esfor¢co passa a ser fornecida
pelos triglicerideos, por glicose e por acidos graxos livres (AGL) circulantes no
plasma (Romijn et al, 1993; Lima-Silva et al, 2007). Vieira (2003) verificou que o
ester6ide em questdo apresenta resultados de hapatotoxicidade dose-dependente,
quando utilizado nas diferentes concentragdes: dose clinica 0,714mg/kg/semana e
dose usualmente utilizada em academias 5 mg/kg/semana (Vieira, 2003, Cunha et
al., 2006).



2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Embora existam diversas aplicagfes clinicas e ndo clinicas inerentes aos EAA,
nao ha relatos na literatura sobre a aplicabilidade deste esterdide associado ao
processo catabolico gerado por periodos de imobilizac&o.

A nandrolona por ter um efeito estimulador da sintese proteica possivelmente
auxiliarhd a musculatura submetida a imobilizacdo na manutencdo de suas reservas

energéticas e massa muscular.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral norteador deste trabalho foi investigar alteracdes em
musculos esqueléticos de ratos submetidos a imobilizacdo tratados com decanoato
de nandrolona, com foco de andlise nas reservas de glicogénio e suas relacbes

quimio-metabdlicas. Um estudo de doses acompanhara as avaliacdes.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Baseado na proposta geral, os objetivos especificos séo:

e Avaliar os efeitos da nandrolona na doses: 0,7mg/kg/semana (concentragcéo
utilizada na pratica clinica) sobre as reserva de glicogénio e na relacao
proteinas totais/DNA de musculos normais e imobilizados.

e Avaliar os efeitos da nandrolona na dose de 5mg/kg/semana que equivale a
dose indicada na literatura e considerada como abusiva, a qual é geralmente
administrada a atletas no inicio da préatica esportiva, sobre as reserva de
glicogénio e na relagdo proteinas totaissDNA de musculos normais e
imobilizados.

e Avaliar o comportamento eletrocardiografico de ratos tratados com
nandrolona.

e Avaliar a sensibilidade secretéria de insulina em ilhotas pancreaticas isoladas
de ratos controle e tratados com a dose clinica de nandrolona.

e Avaliar de acordo com parametros biomolecular o comportamento da enzima



MTOR e AKT.
e Avaliar as condicbes plasmaticas no ambito hematolégico e Bioquimico de

dos ratos tratados com nandrolona.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rathus novergicus var, albinus,
Rodentia, Mamalia), com 3 a 4 meses de idade com peso de 200 a 300 gramas,
0S quais receberam agua e alimentacao ad libitum sendo mantidos em ambiente
com temperatura constante de 23 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, com luz
acesa a partir das 6 horas, sendo mantidos em gaiolas coletivas contendo no

méaximo 4 animais e distribuidos segundo a tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos ratos em grupos experimentais (n=6).

1 Controle

2 Tratado com decanoato de nandrolona — 7 dias na dose clinica

(0,714mg/kg/semana, dividida em 3 doses)

3 Tratado com decanoato de nandrolona — 7 dias na dose intermediaria

(5mg/kg/semana, dividida em 3 doses)

4 Imobilizado 7 dias

5 Imobilizado tratado com nandrolona — 7 dias na dose clinica

(0,714mg/kg/semana, dividida em 3 doses)

4.2. IMOBILIZACAO

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg/ peso, ip) e a
pata posterior esquerda imobilizada com Ortese de resina acrilica mantendo a
posicdo do tornozelo a 90° deixando as articulagdes do joelho e quadril livres. O

modelo foi adaptado no membro posterior, associado a uma cinta de PVC (diametro



40mm) por dois rotadores laterais (15mm de extensdo), os quais permitiram a sua

livre movimentacgé&o (Silva et al., 2006).

Figura 1 — Adaptacéo da értese no membro posterior do animal. (A) modelo
de ortese que ndo interfere na deambulacdo, porém, permite a descarga de
peso no membro imobilizado. (B) modelo de 6rtese adaptada ao animal

mantendo o tornozelo na posicao de 90°.

4.3. CONTEUDO MUSCULAR DE GLICOGENIO

Para a determinagcdo do glicogénio muscular, as amostras foram digeridas em
KOH 30% a quente e o glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol a
guente. Entre uma fase e outra da precipitacdo, a amostra foi centrifugada a 3000
rpm durante 15 minutos e o glicogénio precipitado submetido a hidrélise acida na
presenca de fenol, segundo a proposta de Siu et al.,, (1970). Os valores estéao
expressos em mg/100 mg de peso Umido. Os musculos avaliados foram o séleo,

gastrocnémio porc¢ao branca e gastrocnémio porcao vermelha.

44. TRATAMENTO COM DECANOATO DE NANDROLONA

O Decanoato de Nandrolona (Deca Durabolin®) foi administrado na concentracdo de
0,714mg/kg/semana ou 5mg/kg/semana, dividida em 3 doses pela via sub cutanea. (Vieira,
2003; Zao et al., 2008).

4.5. ANALISE ELETROCARDIOGRAFICA



Para a avaliacdo das ondas e intervalos eletrocardiograficos os ratos foram
anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg/ip), mantidos em posicdo supina, com
respiracdo espontanea para registro do ECG. Os eletrodos foram conectados aos canais do
computador (Heart Ware System) e registradas trés derivacdes bipolares (DI, DIl e DIll) e
nas trés derivacdes amplificadas (aVR, aVL e aVF) com sensibilidade 2 N e velocidade de
50 mm/segundo. O intervalo QT foi medido em dez batimentos consecutivos, do inicio do
complexo QRS ao ponto de retorno da onda T isoelétrica definido como segmento TP. O
intervalo QT foi corrigido pela frequéncia cardiaca usando a formula de Bazett (QTc = QT/
VRR) e posteriormente foi calculada a dispers&o do intervalo QTc, subtraindo o intervalo QTc
mais curto do QTc mais longo (QTcd = QTc Max — QTc min). As andlises foram feitas por um
Unico avaliador para minimizar as divergéncias na medida da dispersdo (COSTA , 2008). (

Figura 2)

Figura 2. Captagéo dos sinais eletrocardiografico através do ECG — Heart Ware
98 (HW).

4.6. AVALIACOES DA RESPOSTA SECRETORIA DA INSULINA
Para avaliacdo da resposta secretdria da insulina a glicose, as ilhotas foram isoladas
segundo a técnica originalmente descrita por Boschero, Delatre e Santos (1984). Em cada
experimento, foram sacrificados de um a trés animais por concusséao cerebral e decapitados
para sangria, neste caso foram utilizados os animais controle e suplementado com a dose de

0,7mg/kg/semana. Apds laparotomia e localizacao do ducto biliar comum, esse foi ocluido no



extremo distal, junto ao duodeno, e dissecado proximo ao pediculo hepatico, onde se
introduziu uma céanula de polietilieno no sentido da desembocadura. Cerca de 8 ml de
solugcéo de Hanks contendo 8 mg de colagenase, foram injetados via canula, provocando um
fluxo retrégrado, a divulsédo do tecido acinoso. O pancreas foi retirado, transferido para um
tubo de ensaio (12 x 2 cm) e incubado por aproximadamente de 18 min a 37 °C.

Em seguida, ainda em 37 °C, o contetdo do tubo foi agitado vigorosamente por um
minuto e vertido em um Becker sendo misturado com solugdo de Hanks. O sobrenadante foi
aspirado com seringa (50 ml) depois de 3 minutos de decantacdo. Apds repetir essa
operacdo por 3 vezes, o produto final foi transferido para placas de Petri, de onde, e sob
lupa, as ilhotas foram coletadas por aspiragdo com auxilio de pipeta de vidro de ponta
afilada. As ilhotas isoladas de ratos, pertencentes aos dois grupos experimentais, foram
coletadas alternadamente em placa de polietilieno com 24 pocos contendo, em cada poco,
0,5 ml de solucdo tampéo Krebs-Ringer suplementada com albumina bovina, a qual foi
adicionado glicose 5,6 mM e incubada por 45 minutos (pré-incubacdo), a 37 °C em
atmosfera de carbogénio, pH 7,4, a solucdo de Krebs foi substituida por 1,0 ml do mesmo
tampdao, contendo diferentes concentragdes de glicose: 2,8; 5,6; 8,3; 16,7 mmol/L. Procedeu-
se uma nova incubacgdo durante 90 min, nas condi¢cdes acima referidas. Ao término deste
periodo, as placas foram devidamente colocadas no freezer (-20 °C) por 10 min e, o
sobrenadante de cada poco, transferido para tubos de polietileno e conservado a -20° C, até
0 momento da dosagem da insulina secretada. A insulina secretada durante o periodo de
incubacao foi avaliada de acordo com o método descrito por Scott et al. (1981).

4.7. AVALIACAO MOLECULAR (Western Blot)

AplOs sete dias os animais tratados com nandrolona 0,7 mg/kg/semana, foram
anestesiados em camara de CO,, e em seguida decapitados, o musculo séleo foi
rapidamente retirado, lavado em solucdo salina e alocado em tampdo de extragdo. O
material extraido foi submetido a homogeneizacdo em tampéao de extracdo (100 mM Trisma
base, pH 7.5, 10 mM EDTA, 100 mM pirofosfato de s6dio, 100 mM NaF, 10 mM NazVOy,, 2
mM PMSF diluido em alcool etilico, 1% Triton X-100 e 0,1 mg/ml aprotinina), a 4 °C,
utilizando-se para isso um homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35;
Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operado em velocidade maxima por 30 segundos. Os
fragmentos celulares foram entdo centrifugados (15.500 x g, 20 minutos, 4 °C) para remocao
do material insolivel e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Parte deste foi utilizado
para determinacdo do conteudo das proteinas totais através do método fotocolorimétrico de
Biureto, enquanto que a outra parte foi submetida & immunoblotting. Os reagentes para
determinacdo das proteinas totais (Biureto), SDS/PAGE e immunoblotting foram obtidos da

Bio-Rad (Richmond, CA, USA). As membranas de nitrocelulose foram obtidas da Amersham



Corp. (Aylesbury, UK). O kit de quimioluminescéncia foi adquirido da empresa Pierce
Endogen (Rockford, IL). Os demais materiais utilizados foram adquiridos da Sigma (St.
Louis, MO, USA).

ApOGs a determinacdo do conteludo de proteinas totais, ao sobrenadante foi
acrescentado tampao de Laemmli (Laemmli, 1970), contendo 100 mM de DTT, e
entdo aquecido por 5-10 minutos. Em seguida, quantidades iguais de proteinas (75
ug) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE em
aparelho de eletroforese BIO-RAD miniature slab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-
Rad Laboratories, Richmond, CA). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a
membrana foi realizada em 120 minutos a 120 V em aparelho miniaturizado de
transferéncia da BIO-RAD. A ligacdo dos anticorpos a proteinas ndo-especificas foi
reduzida por pré-incubacdo da membrana por 120 minutos com tampéao de bloqueio
a temperatura ambiente (5 % BSA dissolvido em solucdo basal). A membrana de
nitrocelulose foi incubada, overnight, com anticorpo especifico anti-pmTOR e anti-
pSerd73AKT (#4058), foram obtidos da empresa Cell Signaling Technology (Beverly,
MA), diluidos em solucdo para anticorpo (3 % BSA dissolvido em solucéo basal), e
entdo, lavada por 15 minutos com solucéo basal (150 mM NaCl, 10 mM Trisma base
e 0.02 % Tween 20). A deteccdo do complexo antigeno-anticorpo fixo a membrana
de nitrocelulose foi obtida por guimioluminescéncia, utilizando-se kit comercial da
Amersham e seguindo as orientacdes do fabricante. Apds a revelacdo das auto-
radiografias, as bandas identificadas foram quantificadas por meio de densitometria
Optica enquanto parceria realizada com o laboratério de Receptores de Insulina da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada apds a conclusdo de toda a fase experimental.
Inicialmente foi realizado uma analise exploratéria dos dados pelo programa

Statgraphics Plus para Windows, onde foi aplicado o teste de normalidade de



Kolmogorov-Smirnov seguido da aplicacéo do teste de Tukey, p<0,05.

5. RESULTADOS

A apresentacado dos resultados foi estruturada para contemplar diferentes pontos,
setores e locais onde se expressa a acao da nandrolona.

Inicialmente optou-se por avaliar o perfil hematolégico e bioquimico dos
animais buscando informagdes relacionadas a toxicidade do tratamento e como pode
ser observado na tabela 2, no que se refere ao hematdcrito, os ratos tradados com
nandrolona 5 mg/kg/ apresentaram valores 16,1% maiores se comparados ao grupo
controle. Ja a eritrometria mostrou valores 22% menores no grupo tratado com
nandrolona 5mg/kg/ e 46% menor no grupo tratado com nandrolona
0,7mg/kg/semana, em comparagdo com O grupo controle. Este comportamento
também foi observado com relacdo a concentracdo de hemoglobina sendo 17%
menor no grupo tratado com nandrolona 5mg/kg e 27% menor no grupo tratado com
nandrolona 0,7mg/kg.

Ao analisar-se a concentracdo plasmatica de acido latico verificou-se valores
56,5% maiores no grupo tratado com nandrolona 5mg/kg, fato ndo observado no
grupo tratado com a dose 0,7mg/kg que néo diferiu do controle.

Quanto as demais analises ndo foram observadas diferencas significativas
nos parametros: leucometria, acidos graxos livres, glicemia, contetdo de gordura
epididimal, concentracédo plasmatica de albumina e peso da glandula adrenal. Dentro
deste contexto, o peso de diferentes 6rgdos também ndo diferiu nas diferentes
condicbes como pode ser observado na tabela 3.

Um ponto importante a se considerar esta relacionado com a manutencéo da
homeostasia dos eritrdcitos, visto a importancia destas células no equilibrio de
distribuicdo de oxigénio. Assim, para contemplar esta abordagem foi realizada uma
curva de fragilidade osmoética e pode-se observar na figura 3 que a sensibilidade
celular frente a variagdo osmotica dos eritrocitos coletados de ratos controle é similar
aguela observada nas células coletadas do grupo suplementado com nandrolona
0,7mg/kg.



Tabela 2. Parametros hematolégicos e plasmaticos dos grupos controle (C); tratados com
nandrolona nas doses de 0,7 mg/kg/semana (N 0,7) e tratados com nandrolona na dose de
5 mg/kg/semana (N 5). Valores expressos em média + epm, n=6.

Parametro C N O,7 N5
Hematdcrito (%) 439+1,6 48 +1,4 51 + 2,4*
Eritrometria (mm?®) 8,9 + 0,4x10° 4,8 +1,4 x10% 6,9 = 0,3 x10%#
Leucometria (1000/mm?) 9,4+24 8,7+05 91+1,4
Hemoglobina (g/dL) 157+0,4 11,4 £ 0,21* 13 + 0,9%#
Acidos Graxos livres (mmol/L) 0,41 +£0,1 0,43 £ 0,05 0,47 £ 0,07
Glicemia (mg/dL) 139,42 + 11 135,76 + 9,6 139,42 +9,1
Lactato (mmol/L) 1,65+0,9 2,02+0,6 3,8+ 0,1*#
Albumina (g/dL) 1,69 £ 0,07 1,82 £ 0,08 1,93 + 0,05

*significativo (p<0,05) em relacdo ao controle.
# significativo (p<0,05) em relacdo ao grupo Nandrolona 0,7mg/kg/

Tabela 3. Peso (g) da gordura Peri- epididimal, glandula adrenal e coracdo dos grupos
controle ( C); tratados com nandrolona nas doses de 0,7 mg/kg/semana (N 0,7) e tratados
com nandrolona na dose de 5 mg/kg/semana (N 5). Valores expressos em média + epm,
n=6.

Parametro C N 0,7 N5
Gordura Peri- epididimal 6,32 £ 0,49 6,82 £ 0,68 7,11 £ 0,8*
Adrenal 0,08 + 0,007 0,09 £ 0,004 0,09 £ 0,003

Coragéao 1,382+ 0,4 1,362+ 0,5 1,430 £ 0,4*
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Figura 3. Curva de fragilidade osmética de eritrécitos coletados de ratos controle
(losango), tratados com nandrolona 0,7/mg/kg/semana (quadrado) e tratados
com nandrolona 5mg/kg/semana (triangulo). Os valores representam a média +

epm, n=6.

Foram estudados os parametros eletrocardiograficos indicadores do status
funcional do coracdo sendo escolhido para a analise a duragéo do intervalo QRS, o
intervalo QTc e a frequéncia cardiaca de repouso. A avaliacao foi realizada tanto em
ratos controle quanto em ratos tratados com o esterdide nandrolona nas doses de
0,7mg/kg/semana ou 5mg/kg/semana. Os dados mostram que na dose de
0,7mg/kg/semana houve homogeneidade no comportamento dos intervalos QRS e
QTc. Por outro lado, nos ratos tratados com a dose 5mg/kg/semana foi observado
gue o intervalo QTc apresentou valores 19,6% e 12,1% maiores se comparado aos
grupos controle e tratado com a dose de 0,7mg/kg/semana, respectivamente. Ainda
foi observado que nesta dose, a frequéncia cardiaca de repouso também
apresentou-se elevada atingindo valores 9,2% e 6,6% maior se comparado com o

grupo controle e tratado com nandrolona na dose 0,7mg/kg/semana (tabela 4).



Tabela 4. Intervalos QRS (ms), QTc (m/s) e Frequéncia cardiaca (FC, bat/min) do
eletrocardiograma dos grupos controle (C); tratados com nandrolona nas doses de 0,7

mg/kg/semana e 5 mg/kg/semana. Valores expressos como média = epm, n=6.

Grupos QRS (ms) QTc (ms) FC (bat/min)

Controle 92,57 +5 341,09 £ 15 186,46 + 0,8
Tratado 0,7mg/kg/ 102 £ 3 364 + 10 191 +7

Tratado 5mg/kg/ 94,46 + 7 408,1 + 1* 203,69 + 0,4*

*p>0,05 em relac&o ao controle.

A seguir optou-se por avaliar as condicdes energéticas do ventriculo apoés
tratamento com nandrolona, sendo escolhido como parametro a determinacdo do
contetdo de glicogénio. Nesta etapa foi observado que somente na concentracéo
mais elevada, ou seja, 5 mg/kg/ houve comprometimento na homeostasia das

reservas glicogénicas como mostra a figura 4.
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Figura 4. Conteudo glicogénio ventricular ( mg/100mg ) de ratos controle (C), e
tratados com nandrolona 0,7 mg/kg/semana ( N 0,7) ou 5 mg/kg/semana (N5

). Os valores correspondem a meédia + epm, n=6.
ApOs descrever 0s eventos sistémicos relacionados a suplementacdo com nandrolona
0,7mg/kg/semana passou-se a avaliacdo das reservas de glicogénio iniciando pela reserva

hepatica, pois representa o principal reservatorio do organismo. Nesta analise foi verificado



gue o grupo tratado com a dose 0,7mg/kg/ apresentou reservas 37% maiores que 0 grupo
controle enquanto o grupo que foi tratado com nandrolona 5 mg/kg/ apresentou reducéo de
20% se comparado ao controle, como mostra a figura 5.
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Figura 5. Concentragdo hepatica de glicogénio (mg/100mg) de ratos controle (C);
tratados com nandrolona 0,7/mg/kg/semana (N 0,7) e tratados com nandrolona 5
mg/kg/ (N 5). Os valores representam a média + epm, n=6. *p<0,05 comparado ao

controle, #p<0,05 se comparado ao N 0,7.

Uma vez observado alteragcbes em parametros metabdlicos dos hepatécitos, optou-se
por avaliar uma possivel toxicidade ligado ao tratamento com nandrolona sendo observado
gue em altas doses (5 mg/kg/) a nandrolona promoveu elevacdo de 14% na concentragcado
plasmatica de AST; 20% no concentracdo de ALT e 33% na concentracdo da gama-GT (vide
tabela 5).



Tabela 5: Padrdo Bioquimico de ratos controle (C) e tratados com nandrolona

0,7/mg/kg/semana (N 0,7) e nandrolona 5 mg/kg/ (N 5). Os valores correspondem as médias

+ epm, n=6.
Aspartato aminotrasferase Alanina aminotransferase Gama-glutamiltransferase
AST (U/L) ALT (U/L) (UIL)
C 110 +1.3 60,4 + 3,4 0,39 £ 0,02
N O,7 113+ 3,0 62+2,2 0,44 + 0,05
N5 125,42 + 1,6* 73 +1,6* 0,52 + 0,03*

*p<0,05 comparado ao controle.

A seguir passou-se a avaliar o conteudo muscular de glicogénio e como pode ser
observado na figura 6, as reservas o musculo séleo (fibra tipo 1) ndo diferiu entre os
diferentes grupos submetidos ao tratamento, por outro lado, os musculos gastrocnémio
porcdo branca (fibras tipo Il) e gastrocnémio vermelho apresentaram reducdo significativa
nas reservas na presenca de nandrolona na dose de 5 mg/kg/ atingindo 10% e 15%,
respectivamente, se comparado ao grupo controle.

Ao verificarmos comprometimento das reservas energéticas frente a dose 5mg/kg/,
optou-se por seguir o estudo utilizando a dose de 0,7mg/kg/ que é clinicamente utilizada e
sugestiva de menor toxicidade. De acordo com a proposta experimental foi avaliado o
comportamento das reservas glicogénicas de musculos que passaram por um periodo de
imobilizacdo de 7 dias sendo observado que a imobilizacdo promoveu uma significativa
reducdo nas reservas glicogénicas atingindo 60% no soleo, 55% no gastrocnémio porgéo

branca e 51% no gastrocnémio por¢éo vermelha (vide figura 7).
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Figura 6. Concentracdo de glicogénio (mg/100mg) do musculo
séleo (S), gastrocnémio porcdo branca (GB) e gastrocnémio
porcdo vermelha (GV) de ratos controle (C); tratados com
nandrolona 0,7/mg/kg/semana (N 0,7) e tratados com
nandrolona 5 mg/kg/ (N 5). Os valores representam a média +

epm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle.
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Figura 7. Concentragéo de glicogénio (mg/100mg) do musculo séleo ( S
), gastrocnémio porcao branca ( GB ) e gastrocnémio porgdo vermelha

( GV ) de ratos controle ( C ) e imobilizados durante 7 dias (1 ). Os
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Havendo constatado comprometimento das reservas energéticas em detrimento da
imobilizacdo passou-se a avaliar o comportamento destas reservas glicogénicas na
presenc¢a da nandrolona 0,7mg/kg/ sendo verificado elevacao no contetdo do muasculo séleo
e no gastrocnémio vermelho onde as reservas atingiram valores 27% e 37% maiores,
respectivamente como mostra a figura 8.

No intuito de aumentar a dinAmica de andlise passou-se a avaliar a relacao proteina
total/DNA onde pode-se observar na tabela 6 que a imobilizacdo promoveu reducéo
atingindo 25,7% no séleo, 23,5% no gastrocnémio porcdo branca e 29% no gastrocnémio
vermelho. Por outro lado, frente ao tratamento com nandrolona na concentracdo de 0,7
mg/kg/semana foi observado elevacdo de 18,5% no séleo, 20% no gastrocnémio por¢cao
branca e 14 % no gastrocnémio vermelho frete ao grupo imobilizado. Cabe ressaltar que a
avaliacdo da acdo do tratamento com nandrolona no musculo imobilizado mostrou valores
expressivamente maiores atingindo 23% no soleo, 20% no gastrocnémio por¢éo branca e

29% no gastrocnémio vermelho, se comparado ao imobilizado néo tratado.
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Figura 8. Concentracdo de glicogénio (mg/100mg) do musculo séleo (S),
gastrocnémio porcdo branca (GB) e gastrocnémio por¢do vermelha (GV) de
ratos controle ( C ), imobilizados (1) e imobilizados durante 7 dias tratados com
nandrolona 0,7/mg/kg/semana ( N ). Os valores representam a média + epm,
n=6. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado.

Tabela 6. Razdo Proteinas totaiss DNA (mg/100mg) dos musculos soleo,



gastrocnémio branco (GB) e gastrocnémio vermelho (GV) dos animais controle ( C),
imobilizado (1) tratados com nandrolona ( N ) e imobilizado tratado com nandrolona
0,7/mg/kg/semana ( IN ). Os valores correspondem a média + epm, n=6. *p<0,05
comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado.

C | N IN

S 116,21+10 86,29+ 3,1 137,82+ 6 106,38 + 7*
GB 125,84 +11  96,25+6,1° 151,12+ 9 115,35 + 8™
GV 109,13+9 77,4345 124,87 + 3,7 99,87 + 6"

Na busca de identificar o possivel padrdo hormonal envolvido na inter-relacdo
nandrolona/manutencdo das reservas energéticas optou-se por avaliar a capacidade
secretéria de insulina. Para tal, ilhotas de ratos tratados com nandrolona foram isoladas,
incubadas e a insulina secretada avaliada. Neste contexto observou-se que na presenca de
concentracdes crescentes de glicose, a secrecdo de insulina foi potencializada atingindo
valores 100% maiores em 5.6 mM; 33% maiores em 8.3 mM e 41% maiores na presenca de
16.7 mM, como mostra a figura 9.
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Figura 9. Secrecdo de insulina por ilhota pancreéatica isolada de ratos
controle (C) e de ratos tratados com Nandrolona (0,7/Kg/semana) durante 7
dias e incubadas na presenca de diferentes concentracdes de glicose (2,8;
5,6; 8,3; 16,7 mmol/L). Os valores estdo expressos em ng/ilhota/80min, n=6.

*p<0,05 comparado ao controle.

Como etapa final e dentro de uma analise molecular, foi avaliada no musculo



gastrocnémio a fosforilagdo da enzima mTOR que é uma enzima chave do processo
anticatabdlico, e como pode se observar na figura 10, a nandrolona elevou em 10% a
atividade enzimatica de musculos controle, no entanto, elevou em 51% a atividade

do musculo imobilizado, sugerindo uma potente acéo anticatabolica.
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Figura 10. Porcentagem de fosforilacdo da enzima mTOR no grupo no grupo controle
(©), tratado com nandrolona (N 0,7/Kg/semana), Imobilizado (I) e Imobilizado tratado
com nandrolona (IN, 0,7/Kg/semana). Os valores correspondem a média + epm, n=6.
*p<0,05 se comparado a C; #p<0,05 comparado ao N; ~p<0,05 comparado ao |.
Para verificar a expressdo da nandrolona na via insulinica foi avaliada a
atividade da enzima AKT e como pode ser vista na figura 11, houve elevacédo de
80% na atividade de musculos normais e 28% nos musculos imobilizados, indicando

ativacdo da via insulinica.
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Figura 11. Porcentagem de fosforilagdo da enzima AKT no grupo controle (C), tratado
com nandrolona (N 0,7/Kg/semana), Imobilizado (I) e Imobilizado tratado com
nandrolona (IN, 0,7/Kg/semana). Os valores correspondem a média + epm, n=6. *p<0,05
se comparado a C; #p<0,05 comparado ao N; ~p<0,05 comparado ao |.

6. DISCUSSAO

A apresentacdo da discussdo serd realizada sequencialmente acrescentando
informacdes e integrando as diferentes nuances ligadas as aces da nandrolona.

A literatura cientifica se refere aos ergogénicos (do grego “ergon”, trabalho, e
“‘gennan”, produzir) como sendo substancias que melhoram o desempenho de um
atleta, no entanto, os objetivos farmacoldgicos envolvidos no desenvolvimento e
formulacdo dos esteréides anabdlicos androgénicos (EAA) visavam a aplicacao
clinica da molécula no tratamento de inUmeras patologias (Wilmore e Costill, 1999).
Apesar do enfoque de sua aplicabilidade nas ciéncias médicas, tem sido descrito que
estas substancias facilitam o crescimento da musculatura esquelética, ampliando sua
prescricdo, uma vez que, podem ser utilizadas em estados patoldégicos onde ha
perda de massa muscular, existindo ai uma vertente anticatabdlica.

Apesar de todo este contexto de utilizacdo no ambito de preservacao de



funcdo, sabe-se que ha abuso na utilizacdo destes compostos quer seja por atletas
de alto nivel ou por praticantes de atividade fisica em academias.
Farmacologicamente, o decanoato de nandrolona é um derivado da testosterona e
estd entre os EAA mais consumidos de acordo com o National Institute on Drug
Abuse devido ao seu moderado potencial androgénico associado as boas
propriedades anabolicas (Nida, 2007).

A terapia androgénica com nandrolona pode ser utilizada no tratamento da
osteoporose, da anemia causada por reducdo na eficiéncia funcional medula 6ssea
ou depressdo medicamentosa, como coadjuvante no tratamento de cancer de mama
avancado, em garotos com estatura reduzida e até mesmo em situacfes especiais
da obesidade, ainda ha relatos de uso de esterdides anabdlicos em baixas doses por
via transdérmica no tratamento de doencas cardiovasculares, tendo efeitos
antiaterogénicos e como agentes antianginosos (Graceli et al., 2010).

No inicio do desenvolvimento deste estudo optou-se por avaliar o pefrfil
hematoldgico e bioquimico gerados apdés o tratamento com as duas doses de
nandrolona, ou seja, uma dose clinica e outra usada de forma abusiva. Sabe-se que
a hematopoiese ocorre na medula 6ssea durante toda a vida do individuo e o ciclo
vital das células sanglineas se regula por complexos mecanismos homeostéticos.
Apesar de cada espécie animal possuir mecanismos préprios de controle dos valores
de parametros fisioldgicos, € sabido que podem exibir variagcbes decorrentes de
diversos fatores quer sejam organicos ou ambientais, existindo na literatura inidmeras
tabelas de valores de referéncia de parametros bioquimicos e hematolégicos de
ratos de laboratério (Pinheiro, 1998; Naranjo et al., 2001; Dantas et al., 2006)

A literatura mostra a variabilidade nos valores hematolégicos em ratos
existindo uma ampla faixa descrita, na qual o hematdcrito varia entre 43 - 47%; com
relacdo a concentracdo de hemoglobina os valores variam de 13,3 - 16,1g/dL e no
que se refere & eritrometria os valores de normalidade variam de 6,6 - 8,9x10°
(Dantas et al., 2006; Baldochi et al., 2006; Andersen et al., 2007). Neste contexto, o
grupo controle apresentado neste estudo mostra parametros hematologicos similares
com aqueles relatados na literatura.

No que se refere aos grupos tratados com nandrolona, tem sido descrito que
dentre as diferentes acbes dos EAA destaca-se a capacidade de promover a
regeneracao de diversos tecidos, inclusive o sanguineo (Larsson et al., 2002). Ao se

comparar 0S grupos experimentais pode-se verificar que 0s grupos tratados com



nandrolona apresentaram valores diferentes em parametros sanguineos da série
vermelha, se comparado ao controle. Neste aspecto, deve-se considerar que na
literatura h4 relatos indicando que as mudancas em parametros sanguineos ocorrem
em tratamentos a longo prazo, ou seja, acima de 4 a 8 semanas, diferindo do
contexto deste trabalho. Por sua vez, considera-se ainda que, mesmo O grupo
tratado com nandrolona sendo estatisticamente diferentes do grupo controle, os
valores observados acompanha indices hematimétricos considerados normais,
sugerindo que dentro do periodo estipulado no ambito desta andlise, trata-se de
variacao fisioldgica da espécie (Peres et al., 2005).

As relag6es fisiologicas entre o tratamento com nandrolona e outros glébulos
sanguineos tem sido descrito que a nandrolona ndo modifica 0 nimero e a funcéo
das células sanguineas da série branca e nem das plaquetas (Spiers, 1981, Failace,
2003; Nelson, 2006). Neste sentido, este estudo corrobora com outros autores
demonstrando que a nandrolona também né&o interfere no equilibrio funcional celular,
de forma que, as hemécias mantiveram a resisténcia osmoética inalterada na
presenca do esterdide. Este dado apresenta-se de grande importancia tendo em
vista que este esterdide, em especial, € utilizado juntamente com o horménio
eritropoietina no tratamento de anemia associada a insuficiéncia renal (Peres et al.,
2005).

Outros aspectos avaliados foram parametros bioquimicos representados pela
glicemia, lactatemia e a concentracdo plasmatica de albumina, sendo verificado que
0S grupos tratados com nandrolona durante 7 dia ndo diferiram do controle
acompanhando a literatura (Peres et al., 2005, Dantas et al., 2006).

Tem sido relatado na literatura que o uso de EAA é acompanhado de ativacéo
do eixo hipotadlamo-hipofisario e consequente modificacdo no perfil hormonal
plasmatico visto a grande integracdo sinalizadora que envolve o hipotalamo e suas
conexdes neurais (Naraghi et al., 2010). Certamente estas mudancas endocrinas
alteram o equilibrio funcional de diversos 6érgdos, sendo sugestivo a avaliacdo do
peso de algumas estruturas alvo, assim, néo foi observado modificagdo no peso da
supra-renal, na gordura peri-epididimal bem como no coragéo, indicando que o
tratamento com nandrolona na dose clinica durante 7 dias ndo alterou a massa
destes orgaos.

Uma vez que ndo houve mudangas no peso do coragéo tornou-se sugestiva

uma analise do perfil eletrocardiografico, para identificar qualquer alteracéo funcional
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e 0 ECG revelou mudancas no padrdo elétrico no musculo cardiaco representado
pela elevacdo no tempo de propagacao do sinal na camara ventricular, uma vez que,
0 QRS (registro que representa a despolarizagdo do musculo ventricular) ficou mais
longo indicando sobrecarga. Este fato foi acompanhado por um evento similar
observado no intervalo QTc (que representam o tempo decorrido do inicio da
despolarizacao ventricular até sua completa repolarizacéo, corrigidos pela férmula de
Bazzet), o qual também se apresentou elevado indicando retardo nos processos
inerentes a repolarizacdo das camaras ventriculares. Recentemente foi sugerido que
alteracdes elétricas do musculo cardiaco acompanham o tratamento com esteroide
reiterando as observagdes descritas neste trabalho (Marocolo et al., 2010).

Um ponto a se considerar € a presenca de uma familia de receptores
androgénicos demonstrada em uma multiplicidade de tecidos, inclusive no sistema
cardiovascular (Gustafsson, 2003). Em especial, no que tange ao tecido muscular, 0s
receptores foram caracterizados em ratos e humanos apresentando 85% de
identidade na expressdo do receptor estando sua acdo ligada a regulacdo do
metabolismo energético celular onde pode atuar tanto pela via ndo genbémica
citosdlica quanto pela via gendémica (Glenmark, 2004, Gao et al., 2005; Cantin et al.,
2007).

Uma vez que estes receptores exercem agado sob o metabolismo, é sugestivo
gue a acdo da nandrolona seja multifatorial e representada pela capacidade de
modificar a expressao de receptores androgénicos, a afinidade e a atividade das vias
pés-receptor e ainda, hd uma relacdo direta entre mudancas na sensibilidade
adrenérgica do nddulo sino atrial e a presenca de esteréides, podendo indicar que na
presenca de dose supra-fisioldgica da nandrolona haja modificacdes na sensibilidade
do coracdo que podem ser expressos pela elevagao na populagdo de receptores 3
adrenérgicos super-sensibilizando o marca passo cardiaco, como sugerido por
Norton et al. (2000).

Considerando que a nandrolona pode elevar padrbes metabdlicos, outra
hipotese em tela esta direcionada a uma acado cardiotrépica de fundo bioquimico,
uma vez que a nandrolona pode promover ativagdo das enzimas glicose-6-fosfato, 6-
fosfogluconato desidrogenase e isocitrato desidrogenase presentes no musculo
cardiaco. Esta mudanca no padrédo bioquimico das fibras cardiacas promove
inicialmente um aumento na geracdo de NADPH e consequente modificagcdo no

tempo de conducdo do sinal elétrico induzindo sobrecarga na fungédo cardiaca,



elevando o tempo de sistole da camara ventricular. E importante salientar que a
freqUéncia cardiaca também se apresentou elevada indicando mudanca na interface
sensibilidade/acdo do nddulo sino atrial. Recentemente, o grupo de pesquisa do
Laboratério de estresse da Faculdade de Odontologia da UNICAMP liderado pela
Dra. Fernanda Klein Marcondes observou mudancas no numero e atividade dos
receptores adrenérgicos presentes no coracdo no tratamento crénico com
nandrolona (comunicacao pessoal).

Este estudo foi referendado no estudo de Medei e colaboradores onde foi
sugerido que doses suprafisiologicas de esteroides anabolizantes podem induzir
remodelacao elétrica principalmente no ventriculo esquerdo promovendo sobrecarga,

fato que acompanha nossas observacgdes (Medei et al., 2010, Silva et al., 2010).

Dando segmento ao estudo passou-se a avaliar o comportamento das
reservas glicogénicas na presenca da nandrolona, iniciando pelo conteudo
ventricular. Neste tecido, foi verificado que na presenca de altas doses do agente
anabdlico houve comprometimento na manutencdo das reservas, sendo sugerido
gue concomitante a sobrecarga da funcdo cardiaca, expressa pelas alteracdes
eletrocardiograficas ha maior utilizacdo dos substratos energéticos além de um
comprometimento na formacéo desta importante reserva, acompanhando a sugestéao
de Cunha (2004) que prop0s que altas doses de EAA podem comprometer as
reservas glicogénicas cardiacas.

No mesmo sentido de analise, Farias e Anaruma (2008) avaliaram a acéo de
uma dose supra-clinica de estanazolol sobre o desenvolvimento nos dois tipos de
fibras musculares (tipo | e tipo 1) do musculo biceps braquial de ratos sedentarios e
treinados e ndo evidenciaram aumento do tamanho da fibra e sim adaptacGes
bioquimicas que nédo se traduzem pela hipertrofia.

Sabendo-se que o figado é principal reservatério de glicose e altamente
susceptivel a substéncias que modificam as reservas energéticas do organismo
passou-se a avaliar o comportamento deste reservatorio na presenca da nandrolona
sendo observado que altas doses do esteréide comprometeu a eficiéncia das
dindmicas responsaveis pela formacao/manutencdo das reservas glicogénicas. Uma
explicagdo para esta alteragdo hepatica se deve a hepatotoxicidade dos EAA, os
quais em altas doses promovem modificagbes no equilibrio homeostatico dos
hepatécitos acompanhado de mudancas nas concentracbes plasmaticas das

principais enzimas marcadoras de lesdo hepatica, como demonstrada neste estudo.
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Assim, acompanhamos Oliveira (2008) que sugeriu hepatotoxicidade em tratamentos
com altas doses de esteroides.

Por outro lado, o comprometimento nas reservas glicogénicas gerado por altas
doses de nandrolona, ndo ocorreu exclusivamente no figado sendo também
observado no tecido muscular indicando e multiplicidade de acdes desta molécula.
Cabe ressaltar que na dose clinica este perfil de toxicidade n&o foi observado,
reiterando o uso deste esterdide no tratamento curativo.

Acompanhando a proposta, passou-se a avaliar o efeito da imobilizacdo sobre
as reservas glicogénicas musculares, uma vez que, esta reserva é marcadora tanto
das condicbes energéticas quanto da condicdo de performance do musculo
esquelético (Sesti, 2006). A avaliacdo mostrou reducédo significativa nas reservas de
glicogénio e se fundamenta no fato da imobilizacdo estar acompanhada de uma
significante reducdo na populacdo dos receptores insulinicos, comprometendo a
cascata sinalizadora da insulina principalmente aquela ligada as vias citosoélicas
participantes da sintese de glicogénio, predispondo ao quadro de resisténcia a
insulina e concomitante reducdo nas reservas glicogénicas (Nicholson et al.,1984,
Hirose et al., 2000).

Uma informacdo adicional e extremamente importante acrescida ao
entendimento do modelo de desuso com a Ortese de metacrilato de etila, ocorreu a
partir de publicacdes indicando a amplitude das altera¢cdes ocorrendo tanto no
aspecto histologico quanto fisiologico em musculos imobilizados indicando ainda que
as principais alteracdes morfofuncionais estejam totalmente configuradas que no
periodo de 7 dias pés-imobilizacdo (Durigan, 2006, Durigan et al., 2009).

Segundo Halar e Kathleen (2002), a fraqgueza muscular que ocorre
consequente da imobilizacdo também estd associada as seguintes alteracdes:
deplecdo dos niveis de creatina quinase, reducdo de sarcémeros em série, reducéo
da forca e da resisténcia a fadiga decorrente da atrofia das fibras | e Il e diminuicédo
da funcao aerdbia.

Frente ao comprometimento nas reservas energéticas induzido pela
imobilizagdo, passou-se a avaliar se a nandrolona poderia interferir nas acoes
deflagradas pela imobilizacdo. Nesta condicdo experimental observou-se que as
reservas glicogénicas dos musculos imobilizados e tratados com o esteroide na dose
clinica apresentaram reservas maiores se comparado ao grupo somente imobilizado,

indicando acgé&o glicogénica do esterdide acompanhando a sugestdo de Cunha et al.,
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2005.

Conhecidamente os agentes androgénicos também desempenham uma acao
primordial sobre o processo de armazenamento de substratos metabolizaveis. Foi
observado que animais castrados apresentam diminuicdo nas reservas de
glicogénio, causada pela reducao da funcdo da enzima glicogénio sintase associado
ao aumento da atividade da enzima glicogénio fosforilase, assim, a reposicao
hormonal com dose clinica de testosterona reverte este quadro, estimulando a
glicogénese e inibindo a glicogendlise (Ramamani et al., 1999).

Na busca de entender a acdo dos esterdides anabolizantes no desuso,
diferentes estudos com metodologias distintas tém sido conduzidos e instigado a
pesquisa cientifica. Dentre os estudos realizados com desuso ha um modelo de
suspensdo do membro onde foram testadas diferentes terapias visando o
restabelecimento funcional do muasculo, tais como: estimulagéo elétrica, remocao do
musculo antagonista ou o uso de esterdides anabolizantes, merecendo destaque que
no tratamento com esterdides foi observado reducdo na tensdo méaxima de
encurtamento indicando melhora nas condi¢cbes funcionais com preservacdo no
namero de miofibrilas (Pette et al., 1973, Bouhlel et al., 2003, Tsika et al., 1987).

De forma antagonica, Witzmann (1988) nao observou influéncia dos
esterdides na hipotrofia gerada pela imobilizagdo. Uma possivel explicacdo para a
discrepancia nas observacdes se deve a diferencas em padrdes de configuracao dos
estudos existindo variacdo no género, idade, modelo experimentais, dose, modo de
administracdo e tipo de musculo avaliado (Taylor et al., 1999, Fraysse et al., 2000,
Marinho, 2006).

Certamente as respostas observadas nas diferentes condicdes ndo sejam
somente decorrentes de acao direta da nandrolona, mas possivelmente decorra de
acdo integrada, uma vez que, estd demonstrado neste estudo elevacdo na secrecao
de insulina. Além disto, ha demonstra¢cbes indicando que a nandrolona promove
elevacdo na expressado do hormonio de crescimento e do IGF1, eventos associados
gue potencializam o anabolismo pela via da enzima mTOR como demonstramos
neste estudo (Kuhn 2002, Goldspink e Yang, 2004, Gentile et al. 2010, Wu et al.,
2010, Serra et al., 2011).

Uma explicagdo para a agdo multifatorial sobre o metabolismo celular se
baseia no fato dos esterdides fazerem parte de uma familia de receptores de acéo

nuclear e apresentarem atividade pela via ndo gendmica e pela via genbmica.



Inicialmente sabe-se que os EAA sdo moléculas lipofilicas que atravessam
facilmente a membrana plasmatica atuando sobre receptores citosolicos, que se
encontram estabilizados pelas proteinas de choque térmico, as Hsp (Heat shock
protein). Uma vez formado o complexo horménio-receptor, as Hsp se deslocam até a
membrana nuclear, desligam-se do receptor e o complexo adentra ao nucleo e se
liga a estruturas denominadas elementos de resposta ao hormoénio (hormone
response element - HRE) no DNA nuclear, promovendo aumento da atividade da
RNA-polimerase nuclear nos musculos esqueléticos, aumento da sintese de
proteinas especificas e ainda participa da regulacéo do processo de transcricdo ou a
repressao de certos genes (Sheffield-Moore e Urban, 2004).

Durante a fase citosélica ainda ligado a Hsp ha relagbes funcionais e
integradas com as vias insulinicas preservando as vias metabdlicas e anti-
catabdlicas (Gao et al., 2005, Semmelweis et al., 2009)

A descricdo da agdo molecular da nandrolona infere conceitos indicando que
concomitante a ativacdo dos receptores androgénicos, ha ativacdo de fatores de
transcricdo que recrutam e ativam células precursoras miogénicas nas fibras
musculares, ativando a Myo D que é um fator regulador miogénico envolvido na
proliferacdo e diferenciacdo das células satélites, com isto exerce acao regenerativa
e anticatabdlica (Quin et al., 2010, Gentile et al., 2010).

Cabe destacar que os beneficios da nandrolona foram mais eficazes e
diferenciados no musculo séleo que apresenta predominio de fibras vermelhas e
metabolismo oxidativo, esta observacdo justifica-se pois neste tipo de fibra ha
maiores populacdes de receptores insulinicos e estrogénicos além de maior
guantidade de DNA (caracteristica de musculos oxidativos) sendo sitio preferencial

de acdo da nandrolona (Joumaa e Léoty, 2001, Singh et al., 2003)

7. CONCLUSAO

Os resultados mostram que a nandrolona na dose de 5mg/kg/semana pode
comprometer tanto a homeostasia energética muscular quanto a dindmica cardiaca. De
forma contraria, o esteréide na dose clinica (0,7mg/kg/semana) foi eficiente em prevenir os
efeitos deletérios do processo de desuso da musculatura esquelética, exercendo papel anti-

catabodlico, mantendo o padrdo anabdlico e ao mesmo tempo minimizando o catabolismo,



através de uma acdo direta sobre a efetividade das enzimas como a AKT e mTOR, podendo
assim auxiliar em muitas praticas clinicas bem como na area desportiva, CoOmo nos processo

de lesBes Gsseas, musculares e tendineas, seguidas de imobilizacao.
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Parecer da Comisséo de Etica em Experimentagio Animal n® 015/2006

A Comissio de FEtica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos — CEEA/UFSCar — na sua 7*. Reunido, ocorrida
em  20/06//2006, APROVOU _o trabalho intitulado Estudo Metabdlico,
morfométrico e mecénico do musculo séleo de ratos submetidos & imobilizacdo
associado a estimulagfo elétrica e a tratamentos farmacolégicos, elaborado por
Profa. Dra. Maria Luiza Ozores Polacow, procedente da Universidade Metodista de
Piracicaba/Departamento de Fisioterapia. Protocolo CEEA n° 010/2006.

Sdo Carlos, 30 de agosto de 2006.
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