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RESUMO

MORAES, Alexa Alves de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2025.
Efeitos do treinamento fisico resistido e da utilizacdo de decanoato de
nandrolona sobre a morfofisiologia cardiaca, propriedades moleculares,
mecanicas e balanco redox em cardiomidcitos isolados de ratos Wistar.
Orientador: Miguel Araujo Carneiro Junior. Coorientador: Pedro Miguel Gomes Forte.

Introducdo: O decanoato de nandrolona (DN) é comumente utilizado por praticantes
de musculagcédo, mas seus efeitos combinados ao treinamento resistido (TR) sobre o
coracao ndo sao plenamente compreendidos. Objetivo: Investigar os efeitos do TR e
DN sobre morfofisiologia cardiaca, propriedades moleculares, mecanicas e balanco
redox em cardiomiécitos isolados de ratos Wistar. Método: 32 ratos Wistar (12 se-
manas; 333 = 14 g) foram igualmente divididos em: controle (C), controle treinado
(C-T), DN (N) e DN treinado (N-T). Os grupos N e N-T receberam 20 mg/kg/semana
de DN, enquanto C e C-T receberam solucéo salina (0,4 ml/kg/semana), durante oito
semanas. O TR foi realizado 3x/semana, com 4-9 escaladas em escada carre-gando
progressivamente 50-100% do peso maximo carregado, com incrementos de 30 g
até a falha. A morfofisiologia cardiaca foi avaliada por ecocardiografia; contrati-lidade
de cardiomiécitos dos ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD) foi avaliada por
sistema de deteccéo de bordas em frequéncias de 1, 3, 5 e 7 Hz; avaliaram-se ex-
pressfes de canais receptores de rianodina 2 (RyR2), calcio-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCAZ2a), canais trocadores de sédio-calcio (NCX) e fosfolam-
bam total (FLBt) por ensaio imunoenzimatico, e niveis de superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), 6xido nitrico (NO), carbonilacdo de proteinas (PC), malonal-
deido (MDA) e capacidade antioxidante (FRAP) nos ventriculos. Resultados: N-T
apresentou aumento dos didmetros ventriculares e espessura septal, redugdo das
fracOes de ejecdo e encurtamento (VE) e da funcéo sistélica (VD), comparado ao N
(p = 0,04). O N-T apresentou também aumento do volume e largura de cardiomioci-
tos do VE, comparado ao C-T (p = 0,04). No VE, o DN isolado ndo afetou a contrati-
lidade celular, enquanto o TR otimizou os parametros. O N-T apresentou aumento
na amplitude e velocidade de contragéo a 5 Hz (p = 0,04), e na velocidade de rela-
xamento a 1, 3 e 5 Hz (p < 0,01), além de reducdo nos tempos para pico de
contracdo e 50% do relaxamento a 1 Hz com-parado ao N (p = 0,04). No VD, fatores
DN e TR melhoraram parametros contrateis. O N-T aumentou a amplitude e
velocidade de contracdo a 1 e 5 Hz, reduziu o tempo para pico de contracdo a1l e 3
Hz e o tempo para relaxamento a 1 Hz em relagdo a N, além de maior velocidade de
relaxamento em comparacao a N e C-T (p <



0,02). Nas andlises moleculares, fator TR reduziu RyR2 em ambos os ventriculos, e
DN reduziu todas as proteinas analisadas, exceto o NCX no VD. N-T apresentou
meno-res niveis de RyR2 (p < 0,001) e FLBt no VE (p = 0,04) comparado a C-T.
Fator TR elevou niveis de PC em ambos os ventriculos, e DN aumentou MDA (VE e
VD), PC (VE), reduziu NO (VE) e CAT (VD). O N-T teve maiores niveis de MDA no
VE com-parado ao C-T (p = 0,03). Conclusdo: TR+DN gerou dilatacao biventricular e
piora da fungcé@o cardiaca, melhorou parametros de contratilidade celular, reduziu
expressoes de RyR2 (VE e VD) e de FLBt (VE) e aumentou estresse oxidativo (VE e
VD).

Palavras-chave: esteroides androgénicos anabolizantes; exercicio resistido;
miocardio; estresse oxidativo



ABSTRACT

MORAES, Alexa Alves de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2025.
Effects of resistance training and nandrolone decanoate on cardiac
morphophysiology, molecular and mechanical properties, and redox balance in
isolated cardiomyocytes of Wistar rats. Adviser: Miguel Araujo Carneiro Junior.
Co-adviser: Pedro Miguel Gomes Forte.

Introduction: Nandrolone decanoate (ND) is commonly used by individuals engaged
in resistance training (RT), but its combined effects on the heart are not fully
understood. Aim: To investigate the effects of RT and ND on cardiac
morphophysiology, molecular and mechanical properties, and redox balance in
isolated cardiomyocytes of Wistar rats. Methods: Thirty-two Wistar rats (12 weeks
old; 333 + 14 g) were equally divided into four groups: control (C), trained control (C-
T), ND (N), and trained ND (N-T). Groups N and N-T received 20 mg/kg/week of ND,
while C and C-T received saline solution (0.4 ml/kg/week), over eight weeks. RT was
performed 3 times/week, consisting of 4-9 ladder climbs carrying progressively
50-100% of the maximal load, with 30 g increments until failure. Cardiac
morphophysiology was assessed by echocardiography; cardiomyocyte contractility
from left (LV) and right (RV) ventricles was evaluated using a borders-detection
system at 1, 3, 5, and 7 Hz; protein expression levels of ryanodine receptor type 2
(RyR2), sarcoplasmic reticulum Ca2?-ATPase (SERCA2a), sodium-calcium
exchanger (NCX), and total phospholamban (PLBt) were measured by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA); and levels of superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), nitric oxide (NO), protein carbonyls (PC), malondialdehyde (MDA),
and antioxidant capacity (FRAP) were analyzed in both ventricles. Results: The N-T
group showed increased ventricular diameters and septal thickness, reduced ejection
and fractional shortening, and impaired RV systolic function compared to N (p =
0.04). N-T also exhibited increased volume and width of LV cardiomyocytes
compared to C-T (p = 0.04). In the LV, isolated ND did not affect cellular contractility,
whereas RT improved the parameters. N-T showed increased contraction amplitude
and velocity at 5 Hz (p = 0.04), and enhanced relaxation velocity at 1, 3, and 5 Hz (p
< 0.01), along with shorter time to peak contraction and 50% relaxation at 1 Hz
compared to N (p = 0.04). In the RV, both ND and RT improved contractile
parameters. N-T increased contraction amplitude and velocity at 1 and 5 Hz, reduced
time to peak contraction at 1 and 3 Hz, and shortened relaxation time at 1 Hz
compared to N, with greater relaxation velocity than both N and C-T (p < 0.02).
Molecular analyses showed that RT reduced RyR2 expression in both ventricles, and
ND decreased all protein



levels analyzed except NCX in the RV. N-T showed lower RyR2 (p < 0.001) and PLBt
(p = 0.04) expression in the LV compared to C-T. RT increased PC levels in both
ventricles, and ND elevated MDA (LV and RV), PC (LV), and reduced NO (LV) and
CAT (RV). N-T exhibited higher MDA levels in the LV compared to C-T (p = 0.03).
Conclusion: The combination of RT and ND induced biventricular dilation and cardiac
dysfunction, improved cellular contractile parameters, reduced RyR2 (LV and RV)
and PLBt (LV) expression, and increased oxidative stress in both ventricles.

Keywords: anabolic androgenic steroids ; resistance exercise; myocardium; oxidative
stress
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1. INTRODUGAO

Os esteroides anabolicos androgénicos (EAAs) sdo compostos formados a
partir da testosterona e seus derivados, tendo por efeito metabdlico a manutencgao de
um balango nitrogenado positivo, aumento da taxa de anabolismo e diminuigdo do
catabolismo proteico (Radak et al., 2013).

Essas substancias surgiram do isolamento da testosterona, em 1935, quando
grupos de cientistas alemdes e holandeses, de forma independente, isolaram
testosterona a partir de testiculos humanos. No mesmo ano, pesquisadores suigos
realizaram a sintese quimica da testosterona a partir do colesterol, tornando possivel
a produgédo em larga escala (Kochakian; Yesalis, 1993). A priori, 0 uso clinico da
testosterona visava ao tratamento do hipogonadismo, bem como a melhora do
desempenho fisico de soldados. Nas décadas de 1950 e 1960, o uso de tais drogas
sintéticas ultrapassou os limites terapéuticos e passou a ser observado entre atletas
olimpicos e praticantes de halterofilismo, motivando o Comité Olimpico Internacional
a proibir oficialmente seu uso em 1975 (Hoberman; Yesalis, 1995).

Apesar de tal proibicao, a difusdo do uso nao-terapéutico dos EAAs se expandiu
globalmente, tornando-se uma pratica comum entre atletas e praticantes de atividade
fisica, com o objetivo de aumentar forga e massa muscular, resultando em melhores
desempenhos esportivo e estético (Kanayama; Pope Junior, 2018). Embora essa
tendéncia tenha ganhado proporgdes globais, ainda sdo escassos os dados
atualizados sobre sua prevaléncia. Em uma meta-analise publicada em 2014, Sagoe
et al. estimaram que 3,3% da populagao mundial ja tenha feito uso abusivo de EAAs,
compreendendo 6,4% da populacdo masculina e 1,6% da feminina. No entanto, tais
numeros podem representar uma subestimacao da realidade, tendo em vista fatores
como a natureza ilicita e estigmatizada do consumo, o viés de subnotificacdo em
estudos baseados em autorrelato e a proibicdo, em diversos paises, da prescricao
meédica dessas substancias para fins nao clinicos, o que favorece a clandestinidade
do uso (Windfeld-Mathiasen et al., 2025). Dentre os EAAs disponiveis no mercado, o
decanoato de nandrolona (DN) se destaca enquanto um dos EAAs mais amplamente
administrados na populagdo em questao, possivelmente em decorréncia de seu alto
poder anabdlico comparado aos efeitos androgénicos, além de seu baixo custo e

relativo facil acesso, quando comparado a outros EAAs (Barone et al., 2017).
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A utilizagao indiscriminada dos EAAs, todavia, suscita efeitos adversos em
diversos sistemas organicos (Barone et al., 2017). No sistema cardiovascular,
particularmente, ocorrem alteragdes morfofisioldgicas que prejudicam a mecanica e
funcionalidade cardiaca, a exemplo de hipertrofia patolégica concéntrica —
especialmente do ventriculo esquerdo (VE) e septo interventricular -, reducao de
complacéncia ventricular, fibrose intersticial miocardica e prejuizos na fungao
diastdlica — a exemplo do atraso no relaxamento ventricular e elevagao da pressao
diastdlica final -, os quais podem culminar no desenvolvimento de quadros de infarto
agudo do miocardio, hipertensao arterial, insuficiéncia cardiaca, arritmia e morte
subita (Windfeld-Mathiasen et al., 2025; Tofighi et al., 2017; Binayi et al., 2016; Bissoli
et al., 2009; Barauna et al., 2007). Ademais, dados recentes de um estudo de coorte
dinamarqués com 11 anos de acompanhamento demonstrou que usuarios de EAAs
apresentam risco trés vezes maior de infarto agudo do miocardio, quase nove vezes
maior de cardiomiopatia e trés vezes maior de insuficiéncia cardiaca, quando
comparados a populagao geral pareada por idade e sexo (Windfeld-Mathiasen et al.,
2025).

Atualmente, a utilizacdo de EAAs tem se popularizado, sobretudo, entre
praticantes de musculacdo. Todavia, ao contrario dos efeitos deletérios
cardiovasculares geradas pelos EAAs, o treinamento fisico resistido (TR) esta
associado ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca fisiolégica concéntrica, a qual é
induzida pela sobrecarga pressorica — ou seja, pelo aumento da pds-carga e elevagao
do pico de tensao sistolica. Esse processo leva ao aumento na largura dos midcitos
pela adigao de novos sarcoOmeros em paralelo, gerando aumento da espessura do VE,
mas mantendo-se o tamanho da cavidade da camara (Barauna et al., 2007; Colan,
1997).

Cabe ressaltar que, em ambos os processos adaptativos no coragdo —
fisiologico ou patolégico -, ocorrem alteragbes no mecanismo de acoplamento
excitagao-contragdo dos cardiomiécitos, o qual € responsavel por regular o ciclo de
contragdo e relaxamento miocardico (Bers, 2001; Opie, 1998). Diversos estudos
recentes vém sendo conduzidos no intuito de verificar a influéncia de modalidades de
treinamento fisico, bem como de patologias cardiacas, sobre este mecanismo celular
(Leite et al., 2024; Soares et al., 2023; Soares et al., 2022; Suarez et al., 2022).

Todavia, ha uma escassez de estudos no que tange aos efeitos da administragéo de
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EAAs sobre o comportamento de cardiomidcitos isolados, sendo necessarias maiores
informacgdes a respeito (Nascimento et al., 2016).

Além das alteragdes estruturais e funcionais no tecido cardiaco, o balango
redox representa um importante mecanismo envolvido na fisiopatologia associada ao
uso de EAAs. A produgao exacerbada de espécies reativas de oxigénio (EROs), aliada
a redugao na capacidade antioxidante enddgena, pode comprometer a integridade
celular e modular negativamente fungdes contrateis e de sinalizagdo intracelular nos
cardiomidcitos, por meio de mecanismos como a oxidagado da actina e da miosina,
bem como a inibicao da fosforilagao de proteinas reguladoras da contratilidade, como
a fosfolambam (Halliwell; Gutteridge, 2015). Embora existam indicios de que o uso de
EAAs esta associado ao aumento da producédo de EROs (Magalhaes et al., 2020;
Nikolic et al., 2016), enquanto o TR promova adaptagdes antioxidantes no miocardio
(Ahmadiasl et al., 2012; Dantas et al., 2021), estudos que investiguem a interagao
entre essas duas variaveis — especialmente envolvendo a administragcdo de
decanoato de nandrolona — ainda s&o escassos. Tal lacuna evidencia a necessidade
de investigacdes que explorem os efeitos combinados do TR e da nandrolona sobre

o balanco redox no tecido cardiaco (Dantas et al., 2021).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Acoplamento excitagao-contragao do coragao

O acoplamento excitagdo-contragdo do miocardio, representado na figura 1,
compreende desde a excitagao elétrica celular até a contragdo cardiaca, sendo este

processo diretamente relacionado a homeostase do ion Ca?* (Fabiato, 1983).

Figura 1. Representacdo esquematica do mecanismo de acoplamento excitagdo-contragdo no
musculo cardiaco.
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Legenda: As setas vermelhas indicam o influxo de Ca?* para o interior do sarcoplasma, através das
quais podemos perceber (de cima para baixo) os canais de Ca?* voltagem-dependentes — sendo um
deles pareado a um canal de receptores de rianodina (RyR) -, além de um canal trocador de sdédio e
célcio (NCX). A liberagédo de Ca2* do reticulo sarcoplasmatico para o sarcoplasma resulta na ativagao
dos miofilamentos contrateis. A redugdo da concentracgao intracelular de Ca2* e posterior relaxamento
celular esta representada pelas setas verdes. Esta ocorre por meio da recaptagdo de Ca?* para o
reticulo sarcoplasmatico via calcio-ATPase (SERCAZ2a), que é modulada por fosfolambam e extrusao
via NCX. AP, potencial de agao; ATP, ATPase; EM, potencial de membrana; PLM, fosfolambam. Fonte:
BERS, 2014.

Este ciclo se inicia com a geragdo de um potencial de agao no nodo sinoatrial,
o0 qual é propagado por meio das jungdes comunicantes celulares. Quando este
impulso elétrico chega a célula, ocorre a despolarizagdo do sarcolema, gerando um
influxo de Ca?* para o interior dos cardiomidcitos. Essa corrente idnica acontece por

meio de duas vias: canais de Ca?* voltagem-dependentes dos tipos T e L, presentes
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na membrana celular; e, em menor proporgao, pelos canais trocadores de sodio e de
calcio (NCX) (Bers, 2001; Bers, 2008). A entrada de calcio no interior da célula é
crucial ndo apenas para o desencadeamento do ciclo de acoplamento excitacéo-
contracdo, mas também para a manutencio de um platé eletroquimico, no qual ha um
equilibrio entre a entrada de Ca?' e a saida continua de ions de potassio pela
membrana celular. Nesta fase de platd, a estabilidade no potencial de membrana
impede que um novo potencial de agdo seja iniciado enquanto a célula esta no periodo
refratario, prevenindo contragdes prematuras e permitindo o relaxamento celular
adequado (Bers, 2001).

No interior do cardiomiocito, entre o sarcolema e a membrana do reticulo
sarcoplasmatico, ha o subespago (Cheng; Lederer, 2008), no qual se encontra um
grupo de canais denominados canais receptores de rianodina do tipo 2 (RyR2) (Bers,
2001). Essas estruturas sao fundamentais uma vez que, quando ocorre o influxo de
Ca?* para o interior celular, as mesmas sdo estimuladas a liberar mais ions Ca?* do
reticulo sarcoplasmatico para o citoplasma, sendo este processo denominado
liberagdo de Ca?* induzida por Ca?* (Fabiato, 1977; Fabiato; Fabiato, 1983). Dessa
forma, com o aumento da concentragcdo de calcio intracelular, crescem as
probabilidades do Ca?* ligar-se a troponina C, ativando, portanto, os miofilamentos
contrateis que resultardo na sistole (Fabiato, 1983).

Salienta-se que os RyR2 sao estabilizados pelas proteinas de ligagédo FK506,
calmodulina (CaM), proteina quinase A (PKA), proteina quinase |l dependente de
calmodulina (CaMKIl), e fosfatases 1 e 2. Essa estabilizagcado previne a abertura
espontanea desses canais durante o repouso, 0 que pode predispor a ocorréncia de
episadios arritmicos devido a liberagdo espontanea de Ca?*, conhecida como sparks
de Ca?* (Cheng; Lederer; Cannell, 1993).

Quando o Ca®* se liga a troponina C presente nos filamentos finos do
sarcbmeros, ocorre uma alteragao conformacional na mesma, expondo os sitio ativos
da actina e, portanto, permitindo a formacéo de pontes cruzadas de actina-miosina,
as quais culminam na contragao celular (Fabiato, 1983).

Para que ocorra a fase de relaxamento da musculatura cardiaca, é necessario
que haja redugdo da concentragéo intracelular de Ca?*, permitindo que este ion se
desassocie dos miofilamentos. Sendo assim, a varredura do Ca?* do sarcoplasma é
mediada por quatro processos, os quais envolvem: a isoforma cardiaca da Ca?*
ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCAZ2a); os NCX; a Ca?" ATPase do
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sarcolema; e a captagédo mitocondrial de Ca?*, sendo os dois primeiros mecanismos
0s mais atuantes neste processo (Fabiato, 1983; Bers, 2001).

A SERCAZ2a, responsavel pela varredura de, aproximadamente, 92% do Ca?*
para o interior do reticulo sarcoplasmatico (Bers, 2002), tem sua atividade regulada,
principalmente, por um inibidor endégeno denominado fosfolambam (FLB). Este, ao
se associar 8 SERCA2a, diminui o transporte de Ca?* para o interior do reticulo
sarcoplasmatico, bem como sua atividade de ATPase. Todavia, quando a FLB é
fosforilada, seja no residuo de serina 16 (FLBser1s) através da agdo da PKA, ou no
residuo de treonina 17 (FLBthr17) pela CaMKII, ocorre a dissociagao entre a FLB e a
SERCA2a (Maclennan; Kranias, 2003; Bassani; Mattiazzi; Bers, 1995; Kirchberger;
Tada; Katz, 1974). Essa separacao desativa a inibigdo da FLB sobre a SERCAZ2a,
promovendo, portanto, aumento da receptacdo de Ca?* para o reticulo
sarcoplasmatico, bem como otimizagdo da velocidade de relaxamento celular
(Mattiazzi; Mundina-Weilenmann; Guoxiang et al., 2005; Wegener; Simmerman,;
Lindemann et al., 1989).

O NCX, por sua vez, atua no efluxo de Ca?* durante a fase de relaxamento
celular (Ottolia; Torres; Bridge et al., 2013), contribuindo para que a concentragao
intracelular de Ca?* retorne ao nivel basal. Por conseguinte, ocorre a dissociagdo do
Ca?* ligado a troponina C e, portanto, o relaxamento miocardico. Essa remogéo
eficiente do Ca?* do citoplasma previne a sobrecarga de calcio intracelular, sendo um
mecanismo fundamental para evitar a fadiga do musculo cardiaco (Bers, 2008).

Neste sentido, acdo da bomba cardiaca € resultante da contracdo coordenada
dos cardiomidcitos que, por sua vez, € intrinsecamente dependente da homeostase
do transiente de Ca?* intracelular. Em situacdes nas quais ocorre alteragéo do volume
de ejecao em fungdo de aumento de sobrecarga de trabalho, a forga e a amplitude de
contracdo de cada cardiomidcito também podera ser alterada, gerando impactos na
cinética dos ions Ca?* e, portanto, na capacidade contratil celular (Bers, 2002; Kemi &
Wisloff, 2010).

Pesquisas indicam que, em quadros patoldgicos, tal como a hipertensao arterial
sistémica, o treinamento resistido parece melhorar a atividade do reticulo
sarcoplasmatico e aumentar o influxo de Ca?* do sarcolema (Fernandes et al., 2015).
Ademais, outros estudos (Melo; Barauna; Junior et al., 2015; Melo; Barauna; Neves et
al., 2015) envolvendo, respectivamente, ratos normotensos e infartados, relataram

que o treinamento resistido provocou aumento da expressdo da SERCAZ2a.
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A administracdo de decanoato de nandrolona, por sua vez, associada a
exercicios extenuantes, pode promover desequilibrios na homeostase do Ca?*, por
provocar uma expressao exacerbada de CaMKII, especialmente a isoforma CaMKIId,
conforme evidenciado no estudo de Shirpoor et al. (2019), que utilizou protocolos de
nado resistido. A CAMKII®, quando em expressodes suprafisioldgicas, pode também
estar relacionada ao mecanismo central de desenvolvimento de hipertrofia miocardica,
arritmias, apoptose de midcitos e desequilibrios relacionados ao ciclo do calcio no
interior da célula. Estes, particularmente, estao relacionados ao fato de que o aumento
exacerbado da CAMKII® gera hiperfosforilagdo dos canais RyR2, aumentando a
sensibilidade dos mesmos aos ions de calcio e, por conseguinte, aumentando a
liberacdo deste ion do reticulo sarcoplasmatico para o sarcolema. Além disso,
observou-se também que o aumento da CAMKII® em coragbes de ratos gerou
reducao da expressao de calcio-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) e da
razdo SERCA/FLB, reduzindo a recaptagcdo do Ca?* para o interior do reticulo
sarcoplasmatico (Zhang et al., 2003).

Em um estudo envolvendo a utilizacdo de DN associado ao treinamento
resistido em ratas, observou-se que o DN isoladamente foi capaz de promover
hipertrofia cardiaca, aumento do depdsito de colageno e da contratilidade miocardica,
estando tal incremento possivelmente associado ao aumento da expressdao de
SERCAZ2A, FLB e FLBinr17, observado na amostra. Quando combinado ao TR, houve
potencializagado da funcéo cardiaca. Todavia, o exercicio nao foi capaz de reduzir o
depdsito de colageno associado a utilizacdo do DN (Nascimento et al., 2016). Apesar
deste estudo apresentar informacgdes importantes acerca da associacdo do DN com o
TR, outras investigacbes s&o necessarias para verificar o efeito destes fatores sobre
o comportamento de cardiomiécitos isolados, bem como sobre os mecanismos

moleculares que subsidiam as possiveis alteragdes (Hund; Mohler, 2015).

2.2. Treinamento fisico resistido e coragao

O TR, também conhecido como treinamento de forga, treinamento contra
resisténcia ou musculagdo, caracteriza-se pela ativagcdo voluntaria de musculos
esqueléticos contra uma resisténcia externa, que pode ser o proprio peso corporal,
pesos livres, elasticos, molas e maquinas (Winett; Carpinelli, 2001). Os praticantes

desta modalidade, em geral, buscam beneficios relacionados a saude, estética e
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aptidao fisica, como o aumento de forga muscular e da massa magra, reducéo da
gordura corporal, além de melhoria do desempenho em atividades esportivas e da
vida diaria (Fleck; Kraemer, 2017).

Sabe-se que o TR é capaz de elicitar adaptagdes morfofisioldgicas a diversos
sistemas do organismo. No que concerne particularmente ao sistema cardiovascular,
essa modalidade de treinamento gera um aumento da pressao arterial durante o
exercicio. Essa sobrecarga pressorica sistémica — ou seja, um aumento da pos-carga
- deve ser suplantada pelo coragcdo e, como consequéncia, o miocardio tende a
responder com 0 aumento da espessura de suas paredes, sobretudo do ventriculo
esquerdo, para incrementar a capacidade contratil, mas sem que haja redugao de
suas cavidades internas. Esta adaptacdo, enfim, caracteriza-se como hipertrofia
cardiaca concéntrica fisioldgica (Kenney; Wilmore; Costill, 2013; Mihl et al., 2008).

Esta hipotese do remodelamento cardiaco subsequente ao treinamento,
denominada “Hipotese de Morganroth”, tem sido recentemente revista por
pesquisadores clinicos. Estudos pregressos (Green et al., 2024; Silva et al., 2018)
identificaram que o TR, de fato, provoca aumento da massa ventricular esquerda.
Todavia, quando ajustada a massa magra corporal, evidenciou-se que tal hipertrofia
nao parece ser significante quando comparada a hipertrofia excéntrica de atletas de
treinamento fisico aerdbico, uma vez que, no TR, o coracao tende a acompanhar de
forma proporcional o padréo hipertréfico muscular global do corpo.

E notdrio, entretanto, que as adaptacdes morfofisioldgicas secundarias ao TR
podem suscitar alteracbes em parametros funcionais cardiacos. Para exemplificar
esta assertiva, um estudo verificou os efeitos hemodinamicos de um protocolo de
treinamento resistido em animais, composto por saltos e conduzido cinco vezes por
semana ao longo de quatro semanas. Dentre os achados, foi observado que a
intervencdo reduziu a estimativa da constante de tempo do relaxamento
isovolumétrico - ou constante de Tau -, que é considerado o melhor parametro para
andlise da fungao diastdlica ventricular. Altos niveis de Tau sdo associados com
isquemia miocardica e, portanto, a redugao desta constante é preferivel. Esse mesmo
estudo também identificou que o treinamento foi capaz de aumentar a contratilidade
cardiaca, indicada pelo aumento da 12 derivada da pressao ventricular esquerda
(parametro hemodinamico que expressa a velocidade de variagdo da pressdo no
ventriculo esquerdo ao longo do tempo) pelo tempo na sistole (dP/dt max), sendo esta

relagdo um importante indicador de inotropismo (Nascimento et al., 2016).
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No que concerne aos efeitos do TR no nivel celular, a sobrecarga pressoérica é
um poderoso estimulo para a sintese proteica no miocardio. Assim, o remodelamento
ventricular decorre do aumento da largura dos cardiomidcitos, gragcas a adigdo em
paralelo de novos sarcémeros (Barauna et al., 2007).

Ademais, esta modalidade de treinamento é capaz de exercer efeito sobre
propriedades mecanicas das células cardiacas, a exemplo da contragdo e
relaxamento celulares mais rapidos em ratos saudaveis. Possivelmente, essas
adaptacdes estao atreladas ao aumento da expressdo da proteina SERCA2a (Melo
et al., 2015; Melo et al., 2020).

Ainda no tocante a regulagdo do ciclo de calcio, o estudo conduzido por
Nascimento e colaboradores (2016) verificou que o protocolo de TR adotado foi capaz
de reduzir a expressao de FLB total e aumentar a expressao de FLBthr17 em animais
do grupo controle, sendo estes achados associados ao aumento da recaptacédo de
Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico, assim como aumento da velocidade de
relaxamento celular (Guoxiang et al., 2005).

As adaptagdes cardiacas resultantes do TR vém sendo investigadas também
enquanto alternativa terapéutica ndo-farmacologica em afecgdes cardiovasculares. A
exemplo disto, estudos conduzidos em nosso laboratério verificaram que, em ratos
com hipertensao arterial pulmonar induzida por monocrotalina, o TR foi capaz de
preservar a fungao cardiaca, retardar o remodelamento adverso do ventriculo direito
(VD) e mitigar prejuizos na contratilidade de cardiomiécitos isolados de ambos os
ventriculos (Soares et al., 2023; Soares et al., 2022).

Apesar dos evidentes avancgos dos estudos envolvendo efeitos do TR em
células cardiacas e em seus mecanismos moleculares, tanto em contextos fisiolégicos
quanto patoldgicos, a associagdo desta modalidade de treinamento com o uso de
anabolizantes em doses suprafisioldgicas ainda permanece uma lacuna na literatura
cientifica. Neste sentido, para compreender melhor as respostas morfolégicas,
funcionais, celulares e moleculares de tais intervengdes, a experimentagdo animal tem
sido utilizada (Barauna; Rosa; Irigoyen et al., 2007; Hornberger; Farrar, 2004;
Strickland; Smith, 2016).

Os modelos de TR podem ser enquadrados em duas grandes categorias: (1)
in situ e (2) de corpo todo.

A primeira consiste na aplicacdo de resisténcia diretamente ao musculo de

interesse, tendo o membro contralateral como controle. Neste caso, aplicam-se
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modelos como, por exemplo, a sobrecarga compensatoria, em que ha remogao de
musculos sinergistas para sobrecarregar a resposta contrati do musculo
remanescente. A desvantagem dos meétodos in situ residem na utilizagcdo de
anestesia, realizagcdo de procedimentos cirurgicos e limitada validade (Strickland;
Smith, 2016).

Os modelos de corpo todo, por sua vez, preconizam que o animal realize os
exercicios propostos de forma voluntaria, podendo utilizar comida como recompensa
ao esforco ou estimulo elétrico — neste caso, hdo no musculo-alvo a ser utilizado -
para iniciar o movimento (Nicastro et al., 2012). Por se tratarem de modelos em que
ha a contragdo muscular voluntaria por parte do animal, tais técnicas podem facilitar
a compreensdo das adaptagdes organicas ao treinamento resistido em humanos
(Strickland; Smith, 2016).

Dentre os modelos majoritariamente utilizados para estudos envolvendo TR e
sistema cardiovascular, destacam-se o agachamento e a subida em escadas. O
modelo de agachamento foi proposto por Tamaki, Uchiyama e Nakano (1992), e
consiste em um aparato em forma de colete que € acoplado ao animal, preso a um
braco de madeira carregado com pesos variaveis. Para induzir o movimento, aplica-
se um choque elétrico na cauda, resultando em elevacdo dindmica do brago de
madeira (Strickland; Smith, 2016). Embora este modelo seja muito utilizado e tenha
sua eficacia sobre o sistema cardiovascular comprovada em diversos estudos, a
utilizagcao do estimulo elétrico torna o exercicio forgado (Barauna et al., 2007; Melo et
al., 2011; Melo et al., 2015a).

Esse mesmo impasse também foi inicialmente constatado no modelo de
treinamento de subida em escadas, posto que se utilizava o estimulo elétrico na cauda
para incentivar o animal. Esta pratica, todavia, foi revista, pois verificou-se que a
realizagao de um periodo de adaptagao ao aparato, previamente ao inicio do protocolo
de exercicio propriamente, é suficiente para que o animal suba as escadas sem que
haja a necessidade do estimulo por choque. Assim, a subida voluntaria pode ser
considerada uma vantagem em relagcao ao modelo de agachamento (Moura, 2020). O
modelo em questao foi concebido por Hornberger e Farrar (2004), com o objetivo de
gerar adaptacdes hipertréficas e aumento de forgca muscular, principalmente em
musculos com predominio de fibras musculares do tipo Il.

Atualmente, este protocolo de TR tem sido adaptado para diversas condi¢des

clinicas, apresentando variagdes na intensidade, periodo de descanso, além do
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periodo total de treinamento. Em um modelo de hipertens&o arterial pulmonar, utilizou-
se a subida em escada com uma sobrecarga de 55-65% do peso maximo carregado,
sendo 15 subidas intercaladas por intervalos de 1 minuto de descanso, com
frequéncia de treinamento de 5 vezes por semana (Soares et al., 2022; Soares et al.,
2023), sendo a escolha destes parametros justificada por recomendacbes de
treinamento fisico para pacientes com doengas cardiovasculares (Williams et al.,
2007). Em outro estudo envolvendo um modelo animal de hiperalgesia crénica
(Chiapeta, 2024), o protocolo de TR em escadas englobou 2 a 3 subidas com intervalo
de 2 minutos, intensidade de 75% de 1RM, com frequéncia de 3 vezes por semana,
em acordo com estudos prévios sobre TR em amostras de sujeitos com fibromialgia
(Chiapeta et al., 2024).

Apesar das variagdes anteriormente descritas, o protocolo original de TR
criado por Hornberger e Farrar (2004) e este mesmo protocolo adicionado ao periodo
de adaptacdo dos animais, tal como descrito por Moura (2020), € um modelo
experimental de exercicio resistido progressivo em ratos, que aplica de forma pratica
o principio da sobrecarga. O numero de séries, o periodo de descanso, bem como a
frequéncia do treinamento assemelham-se bastante aos de um tipico treinamento
resistido humano, estando de acordo com as diretrizes do Colégio Americano de
Medicina do Esporte de 2002 sobre modelos de progressao no exercicio resistido em
adultos saudaveis (Kraemer et al., 2002) e com sua atualizagdo mais recente, de 2025
(Ozemek et al., 2025).

2.3. Decanoato de nandrolona

O DN foi introduzido no mercado em 1962, com o objetivo inicial de ser utilizado
para fins terapéuticos — por exemplo, para tratamento de osteoporose, anemia
aplastica e caquexia -, sendo uma féormula injetavel para administragao intramuscular,
cuja meia-vida é de aproximadamente 15 dias (INFARMED, 2013). A acdo desta
droga, todavia, pode se prolongar por até trés semanas em humanos (Kutscher et al.,
2002). A estrutura molecular desta substancia, ilustrada na figura 2, é similar a da
testosterona, diferindo-se apenas pela substituicdo de um grupo metila no carbono 19.
Essa diferenciagao, por sua vez, forma um novo centro assimétrico, capaz de conferir

ao DN um maior poder anabdlico (Herrera et al. 2008).
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Figura 2. Férmula estrutural das moléculas de testosterona e de Decanoato de Nandrolona.
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Fonte: Adaptado de Neves et al., 2015.

Em geral, o DN €& administrado pela via injetavel intramuscular, sendo
lentamente absorvido do musculo para a corrente sanguinea, gerando efeitos
sistémicos. A estrutura molecular de ambas as substancias — testosterona e DN —
apresenta caracteristica apolar, tornando-as aptas a atravessar barreiras entre
capilares e os respectivos tecidos-alvo. Sob a o6tica celular, este atributo lipofilico
confere a capacidade de permear a membrana plasmatica e atingir o citosol sem a
necessidade de interacdo com proteinas de membrana. Assim, quando atravessa a
membrana plasmatica, o horménio se acopla ao seu receptor nuclear (Figura 3). No
coragdo, particularmente, ha receptores androgénicos localizados em
cardiomioblastos, cardiomidcitos adultos, células endotelias e em fibroblastos (Marsh
et al., 1998). Estes, por sua vez, desfazem a ligagdo com a proteina chaperona que
os mantinham quiescentes, facilitando a dimerizacdo do receptor a substancia
androgena. O receptor é, entdo, conduzido ao material genético da célula através de
miofilamentos do citoesqueleto, tornando-se apto entdo a promover sua atividade de
transcricdo através da ativacdo de genes atrelados a elementos responsivos aos
androgenos. Este processo, por sua vez, promove aumento da expressdo de RNA
mensageiro e, entdo, resulta em tradugao na proteina-alvo pelos ribossomos (Shaffer
et al., 2004).
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Figura 3. Representacdo esquematica dos aspectos farmacodinamicos dos EAAs.
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Legenda: Estas substancias sdo capazes de permear a membrana plasmatica (1) com facilidade por
serem apolares. No citoplasma, ligam-se aos seus receptores de andrégenos (2), resultando no
desacoplamento das proteinas de choque térmico que mantinham tais receptores quiescentes. Assim,
forma-se um homodimero que é transportado até o nucleo celular (3). O receptor de andrégenos
interage com o DNA (4), induzindo a formagao de RNAs mensageiros (5) que posteriormente serao
transcritos em novas proteinas (6). Fonte: Addison Wesley Longman, Inc, 1999.

Além deste mecanismo de acdo anteriormente descrito, ha também o
mecanismo de acdo indireta da testosterona e do DN. Este n&o depende da interagao
horménio — receptor androgénico, mas sim, da interagdo com outros fatores troficos,
bem como pela interacdo das substéncias andrégenas com receptores de
glicocorticoide, que atuam inibindo a degradagao de proteinas (Venancio et al., 2010).

Quando comparado a outros EAAs, o DN apresenta fortes efeitos anabdlicos,
mas fracos efeitos androgénicos. A baixa androgenicidade desta droga pode estar
relacionada a sua inativagao pela 5a-redutase — enzima que converte a testosterona
em di-hidrotestosterona, horménio andrégeno considerado mais potente que a propria
testosterona. Sendo assim, ao invés de ser transformado em di-hidrotestosterona, o
DN ao ser metabolizado € convertido em 5a-diidronandrolona, 19-norandrosterona e
19-noretiocolanolona. Acredita-se, portanto, que esse mecanismo bioquimico resulte
em menor incidéncia e magnitude de efeitos colaterais usualmente perceptiveis nos
EAAs (Patané et al., 2020).

O DN, assim como outros EAAs, é clinicamente utilizado para o tratamento de

hipogonadismo em homens. Além disso, seu uso off-label tem sido reportado para
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preservar a perda de massa muscular em pessoas que convivem com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida associada a sindrome de emaciagcdo — em que ocorre
consideravel perda de massa muscular no paciente acometido (Basaria et al., 2001).

A utilizagdo do DN para fins estéticos e de performance, por sua vez, é
normalmente periodizada em ciclos que podem durar de 6 a 12 semanas, com doses
sendo aumentadas em forma de piramide a cada ciclo, na tentativa de maximizar o
numero de receptores androgénicos (Patane et al., 2020).

Devido aos graves riscos para a saude que o DN pode acarretar, a utilizagao
que extrapola os fins clinicos é proibida por lei em diversos paises. Além dos efeitos
mais visados, como aumento da massa e forga muscular - o que tornou esta droga
popular -, a exposicado cronica ao DN pode acarretar danos a diversos sistemas, a
exemplo da infertilidade, toxicidade hepatica, dislipidemias, acne vulgar, ginecomastia
e alopecia (Bond et al., 2022; Patané et al., 2020).

2.3.1 Decanoato de nandrolona e coracao

No que concerne especificamente ao coragao, diversas alteracdes secundarias
ao uso abusivo de DN também foram documentadas. Dentre as mais comuns,
destacam-se a hipertensao, insuficiéncia cardiaca congestiva, cardiomiopatias,
arritmias e até morte subita (Fineschi et al., 2007).

Além disso, também sdo comumente evidenciadas alteracdes a nivel tecidual
do coracdo, como a hipertrofia cardiaca patolégica, o aumento da deposicdo de
colageno na matriz extracelular e um desequilibrio nas miocinas cardiacas, de modo
a prevalecer um perfil pro-inflamatério (Franquni et al., 2013).

A hipertrofia cardiaca esta associada com o aumento da eficiéncia de contragao
da musculatura, como resultado do aumento do numero de proteinas contrateis. No
caso particular da administracao de EAAs, esse fendmeno ocorre de forma patoldgica,
uma vez que ha um aumento concéntrico do musculo cardiaco com reducao de suas
cavidades, associado ao aumento do depdsito de colageno tecidual, inchago e
alongamento mitocondrial, indicando estagios iniciais da insuficiéncia cardiaca
(Kraemer et al., 2002).

Esses achados, todavia, ndo sdo consensuais nos estudos, uma vez que
dependem do tempo de exposi¢gdo a droga, associagao a outros tratamentos como,

por exemplo, o exercicio fisico, dosagem aplicada, dentre outros. Para ilustrar esta



35

assertiva, em um estudo conduzido por Seara e colaboradores (2019), ratos tratados
semanalmente com 10 mg/kg de DN por 8 semanas nao apresentaram hipertrofia
cardiaca. Contudo, foram documentados disturbios eletrofisiologicos e altera¢cdes no
mecanismo de acoplamento excitagdo-contracdo secundarios ao tratamento, a
exemplo de: diminuigdo da densidade de corrente transitoria de efluxo de potassio,
aumento da corrente de Ca?* do tipo L, redugéo da liberagdo de Ca?* pelo reticulo
sarcoplasmatico e aumento da sensibilidade dos miofilamentos contrateis ao Ca?*
pelos miocitos cardiacos. De acordo com os autores, esse conjunto de alteragdes
induzidas pelo DN, portanto, podem ser associados a um desequilibrio autonédmico
caracterizado por aumento da atividade simpatica e/ou redugdo do tbnus
parassimpatico, o que favorece o surgimento de alteragdes mecanicas e ritmicas,
como redugdo da velocidade de relaxamento ventricular e aumento do risco de
arritmias cardiacas, respectivamente.

Outros fatores foram analisados por Nascimento e colaboradores (2016), os
quais aplicaram maior concentragdo semanal de DN (20 mg/kg), porém em um
periodo de apenas quatro semanas, em ratas. Este esquema de administracao
resultou em alteracbes hemodinamicas, tais como aumento da pressao sistolica no
VE, da contratilidade e relaxamento -cardiacos. Esses resultados vieram
acompanhados de incrementos na expressao da SERCA2a e da FLB fosforilada, o
que torna otimizado o processo de recaptacao do Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico.
O estudo, entretanto, ndo apresentou qualquer diferenga na expressdo de NCX, nem
mesmo nos animais que receberam o DN de forma associada a um protocolo de
treinamento resistido.

Dentre as explicagdes possiveis para esses achados, refor¢ca-se a hipotese de
que o DN pode suscitar alteragdes autondmicas no sistema cardiovascular,
especialmente o aumento da atividade simpatica e redugdo parassimpatica. Esta
hipétese decorre do fato de que o estimulo beta-adrenérgico é capaz de incrementar
a capacidade contratii e de relaxamento cardiacos através das alteracbes na
movimentagao ibnica do calcio advindo do reticulo sarcoplasmatico. Além disso, o
aumento da fosforilacdo da FLB é notavel no processo de estimulacdo beta-
adrenérgica pelas catecolaminas, sendo, portanto, um importante fator de aumento
da velocidade de contragdo miocardica (Miyakoda et al., 1987; Nascimento et al.,
2016).
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Outro fator a ser considerado € que a administracdo dos EAAs para fins de
estética e performance, em geral, € acompanhada pela pratica de exercicios fisicos,
sobretudo o TR. Apesar deste promover adaptagdes fisioldgicas ao coragado, a
utilizacdo das drogas em questdo pode promover uma atenuagédo de tais efeitos
benéficos, ou até mesmo promover adaptagdes patoldgicas (Melchert; Welder, 1995).

Sabe-se que animais submetidos ao treinamento resistido (TR) desenvolvem
hipertrofia ventricular esquerda concéntrica, e essa adaptagcdo pode ocorrer em
diferentes intensidades de treinamento, independentemente da administracdo
concomitante ou ndo de EAAs (Tanno et al.,, 2011). At¢é mesmo em outras
modalidades de exercicio, como o de resisténcia aerdbia, a exemplo de corrida ou
natacdo, esta presente a hipertrofia cardiaca concéntrica promovida pelo DN
(Abdollahi et al., 2016; Bavarati et al., 2015; Binayi et al., 2016).

No que concerne a regulacédo autonémica do coragéo, sabe-se que o exercicio
fisico € considerado uma importante ferramenta para incrementar a modulagéo
parassimpatica - 0 que € considerada uma adaptacao benéfica e capaz de reduzir a
morbimortalidade cardiaca (Zaniquelli et al., 2014). Contudo, quando associado ao
uso abusivo de DN, o efeito cardioprotetor ndo apenas foi suprimido, como também
foi identificada a presenga de disautonomias cardiacas ja bem estabelecidas, a
exemplo da reduc¢ao da modulacao parassimpatica cardiaca (Marocolo et al., 2019).

Apesar do mecanismo pelo qual os EAAs estdo associados a alteragdes do
sistema nervoso autondmico nido estar ainda bem elucidado, acredita-se que existem
receptores androgénicos em diversas areas cerebrais envolvidas na regulacao
autonébmica. Dessa forma, o EAA circulante podera se ligar a tais receptores e
provocar alteracées importantes neste quesito, sobretudo no controle parassimpatico
do coragao (Guyenet, 2006).

Em relacdo ao efeito combinado do DN e o TR sobre os mecanismos
envolvidos no acoplamento excitagdo-contracdo cardiaco, um dos estudos
anteriormente mencionados, conduzido por Nascimento et al. (2016), utilizaram um
protocolo de exercicio composto por saltos com anilhas de chumbo acopladas ao térax
das ratas. O protocolo de exercicio aumentou a contratilidade miocardica, mensurada
por meio de cateterizagao ventricular esquerda, assim como a expressao de NCX e
de FLB fosforilada, enquanto os animais que receberam o DN — isoladamente ou
associado ao exercicio fisico — ndo apresentaram alteragdes na expressdo de NCX,

ao passo que também obtiveram aumentos na FLB fosforilada. Além disso, estes
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animais tratados com DN — associadamente ou ndo ao treinamento fisico - também
apresentaram aumento da contratilidade miocardica, mas este aumento foi menos
expressivo do que o grupo que foi submetido somente ao protocolo de treinamento
fisico.

Esse estudo foi um dos pioneiros a verificar o comportamento do mecanismo
de acoplamento excitagdo-contragdo cardiaco em animais submetidos a
administracdo de DN e ao treinamento resistido. Embora ele fornega dados
importantes, ainda ha lacunas na literatura cientifica referentes ao comportamento de
cardiomiocitos isolados diante dos tratamentos em questdo. Ademais, a revisdo de
literatura também evidenciou que ha uma caréncia substancial de estudos que
abordem os possiveis efeitos do TR associado ao DN sobre, especificamente, o VD.
Dadas as diferengas funcionais entre as camaras, a sobrecarga pressoérica sistémica
€ elevada no TR, requisitando que o VE suplante pressdes ainda maiores para manter
o funcionamento do sistema cardiovascular. Esse estimulo, portanto, faz com que
sejam esperadas respostas mais pronunciadas neste ventriculo (Dantas et al., 2021;
Nascimento et al., 2016), de modo que o VE passou a ser o foco em grande parte dos
estudos envolvendo EAAs e TR. Todavia, faz-se importante investigar as possiveis
alteracdes especificamente sobre o VD, a fim de melhor elucidar o impacto destas

intervencgdes sobre o coragao.

2.4. Balango redox

A producéo de radicais livres de oxigénio, nitrogénio e ferro decorre de distintos
mecanismos bioquimicos que sado essenciais para a homeostase, mas que, em
condigbes de desequilibrio, podem suscitar efeitos deletérios para o organismo
(Moncada; Higgs, 1993; Draper; Hadley, 1990; Halliwell; Gutteridge, 1985).

Os radicais livres de oxigénio sao resultantes de reagdes de redugao
incompleta do oxigénio durante a cadeia respiratdria mitocondrial, de modo que o
anion superoxido (O,*7) € gerado pela acdo da NADPH oxidase, por enzimas
mitocondriais ou por outros sistemas redox. Esse radical pode, por sua vez, gerar
outros intermediarios altamente reativos, como o radical hidroxila (OH¢) e o perdxido
de hidrogénio (H202) (Halliwell; Gutteridge, 2015).

Os radicais livres de nitrogénio sao sintetizados principalmente pela enzima

oxido nitrico sintase, desempenhando papéis importantes na regulagcado da pressao
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arterial e na resposta imunolégica. Dentre esta classe de radicais livres, destaca-se o
oxido nitrico (NO) que, quando combinado ao superdxido, pode formar o peroxinitrito
(ONOO-), um radical extremamente reativo e capaz de induzir danos as biomoléculas
(Moncada; Higgs, 1993).

Por fim, os radicais livres de ferro sdo gerados pela redugao de ions férricos,
estando associados principalmente a peroxidagao lipidica. Esses radicais podem
promover a formacao de radicais hidroxila através da reacédo de Fenton, exacerbando
os danos celulares (Halliwell; Gutteridge, 1985).

O termo “estresse oxidativo” advém das circunstancias nas quais ha uma
produgdo aumentada de radicais livres, que resulta em dano tecidual, produgédo de
compostos toxicos ou propriamente danosos aos tecidos. Um dos principais
mecanismos de dano é a peroxidacgao lipidica, em que ocorre a oxidagao da camada
lipidica celular, podendo também ocorrer alteragdes estruturais nas proteinas e DNA
celular (Halliwell; Gutteridge, 1985; Sies, 1993; Halliwell; Gutteridge, 2015).

Esses danos moleculares ocorrem porque as espécies reativas anteriormente
descritas s&o capazes de gerar abstracdo de hidrogénio ou adicdo de insaturagdes
nas membranas-alvo (Barreiros et al., 2006), estando associado a estados
inflamatorios presentes em diversas doencas, como disturbios cardiovasculares,
resisténcia a insulina, neoplasias, dentre outras (Powers; Talbert; Adhihetty, 2011).

Para evitar ou minimizar a ocorréncia de estresse oxidativo, existem
mecanismos de defesa antioxidante. Estes tém a fungdo de controlar os niveis
intracelulares de tais espécies reativas, reduzindo a ocorréncia de danos as ceélulas,
através de substancias capazes de inibir a oxidagdo por neutralizarem a agao dos
radicais livres (Shami; Moreira, 2004; Bianchi; Antunes, 1999).

O sistema de defesa antioxidante pode ser subdividido em enzimatico e nao-
enzimatico. Este ultimo € constituido por substancias antioxidantes que podem ter
origem enddgena ou dietética, a exemplo de vitaminas, minerais e compostos
fendlicos. Ja o sistema enzimatico inclui trés principais enzimas: superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que atuam de forma
coordenada na detoxificacdo das EROs (Yu, 1996; Cavalcanti et al., 2004).

A SOD catalisa a dismutagao do O,*7, uma das primeiras espécies reativas
formadas no metabolismo celular, transformando-o em H,0O, e O, (Fridovich, 1981).
Em seguida, o H,O, produzido é degradado por duas vias principais: pela CAT, que

converte duas moléculas de H,0O, em agua e oxigénio, atuando principalmente em
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peroxissomos e em concentracées mais elevadas do perdoxido (Cheeseman; Slater,
1993); e pela GPx, que reduz H,0O, e também lipoperdxidos orgéanicos, (Brigelius-
Flohé, 2006). A acao da GPx é especialmente relevante em condigdes fisioldgicas,
onde niveis mais baixos de H,O, precisam ser controlados com alta especificidade e
em diferentes compartimentos celulares.

A expressao destas enzimas €, portanto, um dos mecanismos de avaliagao do
balango redox. Para além delas, existem outros biomarcadores que indicam o grau de
dano oxidativo as biomoléculas. Dentre os principais, destacam-se: o malonaldeido
(MDA), que é um subproduto da peroxidagao lipidica, sendo amplamente utilizado
como um marcador de danos a membranas celulares (Esterbauer et al., 1991); e a
proteina carbonilada (PC), que reflete modificagcbes oxidativas em proteinas
estruturais e funcionais (Dalle-Donne et al., 2003). Além disso, pode-se mensurar
também a capacidade antioxidante total do organismo através do método FRAP
(Ferric reducing ability of plasma), que mede a capacidade redutora total do plasma
frente a ions férricos, refletindo de forma indireta o status antioxidante do organismo
(Benzie; Strain, 1996).

2.4.1. Balancgo redox e acoplamento excitagao-contracdo do coracao

Disfungbes no balanco redox do coragcdo pode suscitar efeitos adaptativos
positivos ou deletérios, a exemplo da modulagdo do acoplamento excitacdo-
contragao, hipertrofia cardiaca e até mesmo morte celular programada (Santos et al.,
2011).

Em se tratando, especificamente, do ciclo de acoplamento excitagdo-contragao
e da contratilidade celular cardiaca, as EROs podem alterar a estrutura e a fungao de
proteinas envolvidas no transito do Ca?*, através de modificagbes oxidativas pos-
traducionais (Kholer et al., 2014; Perjés et al., 2012; Santos et al., 2011; Zima; Blatter
2006). Essas modificagdes incluem, por exemplo, a carbonilagao e nitratagao residuos
de cisteina, metionina e tirosina, podendo culminar em alteragdes da conformacgao
tridimensional das proteinas, levando a inativagao funcional das mesmas (Santos et
al.,, 2011; Zima; Blatter 2006). Todavia, os estudos ainda nao dispéem de um
consenso acerca do efeito de tais espécies reativas sobre as proteinas moduladoras
do ciclo, uma vez que ja foi relatado que as mesmas podem inibir, estimular ou nao

ter efeito sobre a atividade dos RyR2, da SERCAZ2a e dos canais de calcio do tipo L,
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por exemplo (Kholer et al., 2014; Perjés et al., 2012; Santos et al., 2011; Zima; Blatter
2006).

Na membrana celular do cardiomiécito, 0 aumento da produgéao de O,*™ pela
NADPH oxidase ativa a via da endotelina-1, a qual induz a ativacdo dos canais de
calcio do tipo L. Por conseguinte, hd um aumento do influxo de Ca?* para o interior da
célula (Zeng et al., 2008). Em condicbes de estresse oxidativo prolongado,
observaram-se também modificagdes oxidativas pds-traducionais irreversiveis nos
canais de calcio do tipo L, especialmente a carbonilagdo de residuos de lisina,
arginina, prolina e treonina. Como consequéncia, ocorre uma alteragdo estrutural no
canal, gerando uma abertura prolongada ou disfun¢ao de fechamento, resultando em
aumento prejudicial na corrente de Ca?* mediada por esses canais, 0 que favorece o
aparecimento de disfungdes contrateis e arritmias (Muralidharan et al., 2017).

Ainda no tocante a membrana plasmatica celular, o estresse oxidativo pode
reduzir significativamente a atividade do NCX por meio da oxidagcdo de residuos
especificos da proteina, o que compromete sua estrutura e diminui sua afinidade pelo
Ca?*. Com isso, a remocado de Ca?" do citosol para o meio extracelular apos a
contragdo torna-se ineficiente, promovendo acumulo intracelular do ion. Esse
desequilibrio no manuseio do calcio contribui para disfungdes na contratilidade
miocardica, favorecendo o desenvolvimento de arritmias e, em casos mais graves,
levando a morte celular (Hilge, 2012; Lehotsky et al., 1999). (Hilge, 2012; Lehotsky et
al., 1999).

Do ponto de vista intracelular, ha evidéncias de que o aumento da atividade
enddégena da NADPH oxidase no reticulo sarcoplasmatico inibe a agédo do RyR2,
gerando uma diminuigdo da liberagdo do Ca?* para o sarcoplasma (Akki et al., 2009).
Além disso, a exposig¢ao prolongada a niveis elevados de EROs pode levar a inibicao
irreversivel do RyR2 (Yan et al. 2008). Outros estudos, entretanto, abordam que em
condi¢des patolégicas, como na cardiomiopatia diabética do tipo 2 (Popescu et al.,
2019; Sommese et al., 2016) e nas doengas isquémicas do coragédo (Muralidharan et
al., 2017), o estresse oxidativo leva a oxidacao parcial e hiperfosforilagdo do RyRz2,
aumentando sua probabilidade de abertura espontanea, e diminuicao da atividade da
SERCAZ2a pela oxidagéo de seus residuos, gerando um acumulo de Ca?* no citosol
(Gomez-Viquez et al., 2023). Esta relagao entre as cardiopatias e o balango redox
sobre a contratilidade celular ainda ndo esta bem elucidada, uma vez que as

disfungdes promovem outras modificagdes pods-traducionais em proteinas envolvidas
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no acoplamento excitagdo-contragao, como a hiperfosforilagdo, que podem mascarar
o efeito do estresse oxidativo propriamente (Niggli et al., 2013).

O papel das modificagcbes oxidativas sobre a SERCA2a também é dependente
da exposicao da proteina aos radicais livres. Em pequenas quantidades, as EROs
podem aumentar a atividade desta ATPase, ao passo que grandes quantidades
podem inativa-la de forma irreversivel (Santos et al., 2011). Em quadros de sindrome
metabdlica, observou-se que a oxidacdo da SERCA2a reduziu sua atividade e,
somada a diminui¢cdo da fosforilagdo da FLB, houve relaxamento celular prolongado
e transientes de Ca?" sistdlicos (Carvajal et al., 2014; Balderas-Villalobos et al., 2013).

Ainda nessa perspectiva, evidéncias indicam que o estresse oxidativo pode
reduzir os niveis de fosforilacdo da FLB, em razao da oxidag¢ao de residuos sensiveis
nas quinases reguladoras, como a PKA e a CaMKII, além da modificacédo oxidativa da
prépria FLB. A menor fosforilagdo da FLB intensifica sua acéo inibitéria sobre a
SERCAZ2a, prejudicando a recaptura de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico e
contribuindo para disfungdes tanto diastdlicas quanto sistdlicas. Esses mecanismos,
todavia, ainda ndo se encontram completamente elucidados (Balderas-Villalobos et
al., 2013). Assim, a alteragdo do estado redox celular compromete o balango entre
fosforilacdo e desfosforilacdo da FLB, favorecendo sua acdo inibitéria sobre a
SERCA2a. Como consequéncia, ha prejuizo na remocao € no armazenamento de
Ca?*, o que compromete tanto o relaxamento quanto a for¢ca de contracdo cardiaca,
especialmente em estagios iniciais de doengas cardiometabdlicas (Carvajal et al.,
2014).

2.4.2. Balango redox, decanoato de nandrolona e coragao

O DN pode induzir a disfungéo redox através de mecanismos gendmicos e néo-
genbmicos. Quando o DN se liga a um receptor androgénico, o complexo €
translocado para o nucleo celular, podendo induzir ao aumento da expressdo do RNA
mensageiro (MRNA) da NADPH oxidase e de sua subunidade NOX2 (Frankenfeld et
al., 2014; Ko et al., 2014; Chignalia et al., 2012). Além disso, o DN atua na fosforilagao
da p47phox, uma das subunidades da NADPH oxidase, resultando na ativagao da
enzima e, consequentemente, aumentando a produgao de radicais livres (Costa et al.,
2015; Ko et al., 2014; Chignalia et al., 2012).
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No que concerne especificamente ao miocardio, este tecido apresenta um
elevado consumo de oxigénio, de modo que a homeostase redox € um fator crucial
para manter sua funcdo bioenergética e integridade estrutural. Neste sentido, este
orgao é particularmente vulneravel ao aumento da producdo de EROs comumente
induzidas pelo DN (Frankenfeld et al., 2014; Chaves et al., 2013).

Estudos apontam que uma unica dose suprafisiolégica de compostos derivados
da testosterona sédo capazes de reduzir a expressao de enzimas antioxidantes, como
SOD, CAT e GPx, bem como aumentar a produgéo de radicais livres de oxigénio nos
tecidos cardiaco e vascular (Skogastierna et al., 2014; Jacob et al.,, 2008). Uma
possivel explicacao para a redugao das enzimas em questao € pela citotoxicidade dos
metabdlitos derivados do DN, mas o mecanismo que subsidia estas alteracdes ainda
nao esta bem descrito (Magalhaes et al., 2020; Nikolic et al., 2016).

Os efeitos do DN sobre o balango redox no coragado sdo dependentes nao
apenas da dosagem da droga, mas também da presenca de terapias ou disfungcdes
clinicas adjuvantes. No estudo de Chaves e colaboradores (2013), a dose de 10
mg/kg/semana de DN ao longo de oito semanas promoveu significativa reducao da
atividade da SOD e da glutationa redutase (GR) no tecido cardiaco em ratos
submetidos a um protocolo de isquemia/reperfusao. Esses efeitos se mostraram ainda
mais acentuados em animais que receberam treinamento fisico aerdbico em esteira
pelo mesmo periodo, indicando que doses suprafisiolégicas de DN podem neutralizar
os efeitos benéficos do exercicio sobre a atividade antioxidante miocardica.

Em contrapartida, outro estudo (Frankenfeld et al., 2014) demonstrou que a
mesma dose de DN também aplicada ao longo de 8 semanas nao gerou alteragdes
na atividade da SOD no coracédo, a despeito do aumento na produgao de H202. Esse
achado sugere que, a depender do contexto, 0 aumento do estresse oxidativo pode
preceder ou até mesmo nao desencadear alteragbes imediatas nas enzimas
antioxidantes cardiacas. Todavia, os mecanismos compensatorios subjacentes a esta
hipétese permanecem carentes de elucidagao.

Ao comparar diferentes dosagens de DN (4 mg/kg versus 10 mg/kg) ao longo
de seis meses, Vasilaki e colaboradores (2016) observaram que as doses mais altas
aumentaram os niveis de peroxidacgao lipidica no coragdo, bem como reduziram a
atividade da CAT no coragao de coelhos. Nos animais que receberam as dosagens
mais baixas de forma crdnica, por sua vez, os biomarcadores de estresse oxidativo

nao sofreram modificagdes em sua expressao.
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Por fim, o estudo conduzido por Nikolick et al. (2015) avaliou o efeito de 20
mg/Kg de DN ao longo de 4 semanas no coragao de ratos, associando ao treinamento
de natacdo. Os resultados demonstraram que o DN, isoladamente, exerce um efeito
pré-oxidativo, culminando em aumento dos niveis de peroxidacéao lipidica, reducao
dos niveis de GSH e queda da atividade da SOD. Contudo, um importante achado diz
respeito ao fato de que, em ambos os grupos treinado e nio-treinado, ndo houve
diferenca significativa entre os niveis de H202 e O2¢7, sendo um indicio de que o
desequilibrio redox pode estar mais relacionado a insuficiéncia das defesas
antioxidantes do que propriamente ao aumento na producéo de espécies reativas.

Os estudos supracitados trazem importantes insights sobre os mecanismos de
agao envolvidos na interagao entre DN e balango redox. Contudo, observa-se grande
heterogeneidade em relagao a dose aplicada e ao numero de semanas de tratamento.
Além disso, ndo foram identificados trabalhos que comparem diretamente as
respostas do VE versus o VD em relacao as alteracdes redox mediadas pelo uso de
DN. Essa lacuna limita a compreensao integral dos efeitos regionais do anabolizante
no coragao, especialmente considerando que cada ventriculo apresenta
caracteristicas estruturais e funcionais distintas, que podem influenciar sua
vulnerabilidade ao estresse oxidativo (Campos et al., 2025). Dessa forma, a presente
tese visa a contribuir para o preenchimento desta lacuna, avaliando de forma
comparativa o balanco redox no ventriculo esquerdo e direito apds administracéo de
DN.

2.4.3. Balanco redox e treinamento fisico resistido

A realizagao de exercicio fisico acarreta um aumento da demanda energética
nos tecidos e 6rgaos que estdo sendo estimulados, ocorrendo maior consumo de
oxigénio e, portanto, favorecendo a formagdo de radicais livres de oxigénio (De
Moraes; Sampaio, 2010; Souza; Fernandes; Cyrino, 2006). Dentre os mecanismos
que subsidiam o aumento de tais espécies reativas no TR, destacam-se: o fenbmeno
de isquemia e reperfusdo, a resposta inflamatéria e o estimulo ao metabolismo
mitocondrial (Vollaard; Shearman; Cooper, 2005).

Durante a realizacdo de sessdes de TR, os tecidos musculares podem passar
por breves condigdes de hipdxia devido a compressao dos vasos sanguineos durante

a contragao, reduzindo a disponibilidade de oxigénio (Kraemer, 2002). No periodo de
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relaxamento, esses tecidos sao reperfundidos, recebendo grande quantidade de
oxigénio. A este fenbmeno, da-se o nome de isquemia e reperfusdo (Finaud; Lac;
Filaire, 2006). Neste ciclo, a demanda energética tecidual aumenta rapidamente,
fazendo com que o organismo recorra a vias anaerobicas de rapida degradacgéo das
moléculas de adenosina trifosfato (ATP), resultando em metabdlitos como a
hipoxantina. Em condi¢des de hipoxia tecidual, como ocorre nas contragdes intensas,
esse acumulo n&o € imediatamente metabolizado. Na reperfusédo, a enzima xantina
oxidase utiliza o oxigénio molecular como aceptor de elétrons, de modo a converter a
hipoxantina em xantina e, como produto secundario, transforma o O2 em Oz, gerando
um pico de producédo de EROs (Sjodin; Westing; Apple, 1990).

Contragdes musculares intensas, tais quais as realizadas no TR, promovem
microlesbes nas fibras musculares. Essas lesdes desencadeiam uma resposta
inflamatdria local com liberagdo de citocinas pro-inflamatérias e recrutamento de
neutréfilos e macréfagos para o tecido muscular danificado (Tidball, 2005). Durante o
processo de fagocitose e remogao dos residuos celulares, essas células ativam a
enzima NADPH oxidase que, conforme anteriormente descrito, atua na geragao de
EROs, como o Oz (Peake et al., 2017).

Outro mecanismo de aumento da formagao de radicais livres durante o TR é a
elevagao significativa da atividade mitocondrial, especialmente durante as pausas
entre séries e apds o exercicio, visando a reposicdo dos estoques de ATP. Esse
aumento no fluxo de elétrons pela cadeia transportadora mitocondrial eleva a
probabilidade de vazamento eletrénico, resultando, pois, na formacao de O2 a partir
da reducgao parcial do oxigénio molecular presente nas reag¢des (Powers; Jackson,
2008).

Apesar de potencialmente lesivas, o aumento da produg¢do de EROs durante o
TR exerce importante papel na sinalizagado celular que culmina na sintese proteica,
remodelamento muscular apds o exercicio, além do aumento da atividade do sistema
de defesa antioxidante (Radak et al., 2013). Este tem importante papel para manter a
homeostase redox nos tecidos submetidos a agentes causadores de estresses, a
exemplo dos musculos recrutados durante o estresse intermitente do exercicio fisico
(Jackson, 1999). Sendo assim, acredita-se que o TR regular e de intensidade
moderada possa gerar um efeito protetor contra o estresse oxidativo, gragas ao

aumento da atividade do sistema antioxidante (De Moraes; Sampaio, 2010).
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Estudos em modelos animais demonstram que o TR pode atenuar o estresse
oxidativo cardiaco em diferentes condi¢des fisiopatolégicas. Ahmadiasl et al. (2012)
investigaram os efeitos de um protocolo de agachamento em ratos Wistar saudaveis,
que consistia em 4 séries de 12 repeticdes com 70% da carga maxima suportada,
sendo 6 sessdes semanais de treinamento ao longo de 1 ou 3 meses. Observou-se
que, em ambos os grupos, houve aumento da eficiéncia contratil do coragao, sem
alteracdes significativas nos marcadores de estresse oxidativo MDA, SOD, GPx e
CAT. Os achados indicaram que o TR moderado, mesmo a longo prazo, parece ser
seguro e nao induzir ao dano oxidativo ao tecido cardiaco, sugerindo, portanto, a ma-
nutencéo entre o equilibrio entre a produgdo de EROs e a capacidade antioxidante
enddégena (Miguel-dos-Santos et al., 2021; Gomes et al., 2020; Ahmadiasl| et al.,
2012).

No estudo conduzido por Da Palma et al. (2016), ratas hipertensas e ovariec-
tomizadas foram submetidas a um protocolo de subida em escada vertical com inten-
sidade progressiva de 30 a 60% do peso maximo carregado, sendo cada sessdo com-
posta por 15 subidas com um minuto de intervalo entre as séries, 5 dias por semana,
ao longo de 8 semanas. Os resultados demonstraram melhora do controle autonémico
cardiovascular, que apresentou forte correlagdo com o aumento das enzimas SOD,
CAT e GPx, indicando um reforco da capacidade antioxidante intrinseca do tecido
cardiaco.

Gomes et al. (2020), por sua vez, avaliaram o efeito do treinamento fisico em
ratos com infarto miocardico. Neste contexto, compararam os efeitos de um protocolo
de treinamento aerobio de intensidade moderada em esteira versus TR com subida
em escada vertical, com intensidade progressiva de 50 a 100% do peso maximo car-
regado, sendo ambos os protocolos realizados em frequéncia de 3x/semana, ao longo
de 12 semanas. Verificou-se que o TR foi eficaz em melhorar a forga muscular sem
exacerbar o estresse oxidativo no miocardio, embora o efeito antioxidante tenha sido
mais evidente no grupo submetido ao exercicio aerobio.

A presente revisao da literatura constatou uma caréncia de estudos que verifi-
quem o efeito combinado entre o TR e a administracdo de DN no tecido cardiaco de
ratos, com especial enfoque nas alteracbes da homeostase redox. Nesse contexto,
identificou-se apenas o estudo de Dantas et al. (2021), em que foram verificados os
efeitos da aplicacédo de 10 mg/kg de DN ao longo de 6 semanas em ratos, associada-

mente a um protocolo de TR de alta intensidade. Este consistiu em saltos submersos
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em tanques de agua, sendo 4 séries de 10 repeticbes com sobrecargas de 50 a 70%
do peso corporal do animal, ao longo de 6 semanas. No tocante ao balango redox, os
autores demonstraram que o uso do DN atenuou os efeitos benéficos do TR sobre a
expressao de enzimas antioxidantes no ventriculo esquerdo, como a SOD, a peroxir-
redoxina-5 e a glutationa S-transferase. Além disso, o tratamento com nandrolona su-
primiu a expressao de canais idnicos e proteinas associadas a defesa antioxidante,
indicando prejuizos a homeostase redox cardiaca. Esses achados sugerem, portanto,
que a administracdo de altas doses de DN, quando associada ao TR, compromete as
adaptagdes cardioprotetoras tipicas do exercicio, favorecendo um ambiente propicio
ao desenvolvimento de lesdes oxidativas no tecido miocardico.

Sendo assim, observa-se que os efeitos do TR sobre o balango redox no cora-
¢ao sao dependentes da intensidade, duragéo e condigao fisioldgica basal do orga-
nismo, bem como da presenga ou nao de agentes exdgenos — tais como os EAAs.
Contudo, a melhor elucidagao dos efeitos combinados entre TR e EAAs — sobretudo
o DN, que se constitui um dos objetos de estudo da presente tese - sobre o balango
redox no coragcao carece de mais estudos abordando diferentes doses aplicadas,

tempo de tratamento e protocolos de treinamento distintos.



47

3. JUSTIFICATIVA

A utilizagdo indiscriminada de EAAs tem sido uma pratica cada vez mais
difundida entre atletas e praticantes de atividade fisica, especialmente entre os
adeptos ao TR. Nesse contexto, embora estudos pregressos ja tenham observado os
efeitos da utilizagdo dessas substancias sobre o coragao, enfatizando, principalmente,
a presencga de hipertrofia concéntrica patoldgica, os trabalhos que avaliam os efeitos
da combinacao de tais substancias — sobretudo o DN — com o TR ainda n&o foram
suficientes para esclarecer os mecanismos celulares e moleculares que subsidiam as
alteragbes cardiacas subjacentes a essas intervengdes combinadas. Além disso, a
investigacdo dos efeitos dessa associagdo sobre a homeostase redox pode trazer
importantes informacdes para a compreensao dos mecanismos moleculares que
conectam o desequilibrio redox as alteragdes estruturais e funcionais no tecido
cardiaco.

A literatura demonstra que o uso abusivo de EAAs esta fortemente associado
a efeitos deletérios sobre o sistema cardiovascular, incluindo hipertensao arterial,
disfungao endotelial, arritmias, remodelamento cardiaco patolégico e aumento do
risco de eventos cardiovasculares graves, como infarto do miocardio e morte subita.
Tais consequéncias reforcam a relevancia de se investigar, de forma controlada, os
mecanismos pelos quais essas substancias comprometem a fungao cardiaca, uma
vez que o impacto clinico para o individuo pode ser severo e potencialmente
irreversivel.

Em seres humanos, esta investigacao é particularmente dificil, uma vez que os
estudos ndo conseguem controlar fatores como, por exemplo, tempo de uso, tipo de
drogas, doses e protocolos de treinamento utilizados. Ademais, a populagdo de
usuarios que utiliza EAAs de forma indiscriminada realiza seu proprio ciclo anabdlico
utilizando uma vasta quantidade de drogas com coquetéis e doses bastante
heterogéneas. Nessa perspectiva, os trabalhos anteriores com esta tematica tiveram
por amostra sujeitos que ja utilizavam essas substancias ha algum tempo e de forma
associada a outros anabolizantes. Salienta-se, ainda, que a dificuldade de
padronizacao de intervencdes para os sujeitos dificulta a interpretagcao dos dados e
posterior confiabilidade dos resultados. Outra questdo relevante aos estudos

envolvendo utilizagdo de EAAs em humanos sdo os entraves éticos e legais
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associados, o que certamente dificulta a elucidagdo aprofundada dos mecanismos
inerentes ao uso das drogas e do treinamento resistido.

Sendo assim, a pesquisa envolvendo modelos animais para a investigagédo dos
efeitos do treinamento resistido e da utilizagdo de DN no tecido cardiaco emerge
enquanto uma possibilidade que permite solucionar algumas lacunas de dificil solugao
em estudos envolvendo seres humanos. Além disso, torna-se possivel o controle de
fatores metodologicos, farmacoldgicos e ambientais, a exemplo da droga utilizada,
tempo de ciclo anabdlico e propriedades do treinamento resistido.

Por fim, uma limitacado relevante no estado da arte sobre a tematica é que a
maioria dos estudos concentra suas analises no VE, sem considerar possiveis
diferencas regionais entre os ventriculos. Nesse contexto, ha uma caréncia de
investigacbes que comparem diretamente os efeitos da combinagéo entre TR e DN
sobre o VE e o VD no tocante as analises envolvendo cardiomiécitos isolados e
homeostase redox. Essa lacuna compromete uma compreensao mais abrangente dos
impactos regionais dessas intervengdes no coragao, sobretudo ao se considerar que
VE e VD possuem caracteristicas anatdémicas, funcionais e metabdlicas distintas, que
podem influenciar de maneira diferenciada sua vulnerabilidade as adaptacdes
induzidas pelos tratamentos propostos. Diante disso, o presente trabalho propde-se a

aprofundar o conhecimento cientifico sobre a tematica.
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4. OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos do TR associado a administragdo cronica de DN sobre a
morfofisiologia cardiaca, propriedades moleculares, mecénicas e balango redox em
cardiomiaocitos isolados de ratos Wistar.

4.1. Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do TR associado ao DN sobre as seguintes variaveis de ratos
Wistar:

Desempenho fisico;

Peso corporal;

e Parametros morfofuncionais e ecocardiograficos cardiacos;

e Parametros morfolégicos de cardiomidcitos isolados do VE e VD;

e Paradmetros de contratilidade celular de cardiomidcitos isolados do VE e VD;

e Expressdo das proteinas cardiacas reguladoras do ciclo do calcio e
moduladoras do ciclo contragdo-relaxamento no VE e VD: RyR2, FLBt, NCX e
SERCAZ2a3;

e Expressao de marcadores do balanco redox no VE e VD: SOD, CAT, NO, MDA,
PC, FRAP;

o Verificar o grau de associagao entre as proteinas cardiacas reguladoras do

ciclo de calcio e os marcadores do balanco redox, no VE e VD.
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5. HIPOTESE

A partir do presente projeto de pesquisa, acredita-se que a associagao entre DN e TR
podera resultar em alteragdes da morfofisiologia cardiaca, propriedades moleculares,
mecanicas e balango redox em cardiomiocitos isolados de ratos Wistar, quando

comparados aos grupos nao-treinados e/ou sem administragédo do DN.
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6. METODOS

6.1 Animais de experimentagao e tratamentos

Todos os procedimentos da presente pesquisa foram realizados de acordo com
a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagao de Animais em Atividades de Ensino
ou de Pesquisa Cientifica — DBCA (Brasil, 2022), elaborada pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal. Ademais, a presente pesquisa obteve
aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Vigosa, sob o numero de parecer 44/2022 (Anexo A).

Foram utilizados nesta pesquisa ratos machos da linhagem Wistar, com 12
semanas de idade, que corresponde a uma fase em que os animais sao considerados
adultos jovens, tendo atingido a maturidade sexual e fisioldgica (Caceres et al., 2015).
A amostra foi advinda do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude
da Universidade Federal de Vicosa — Minas Gerais, Brasil. Os animais ficaram
dispostos em caixas coletivas, sendo 4 por caixa, e receberam agua e ragao ad libitum.
Ficaram alojados em uma sala com temperatura média de 22°C e com um ciclo
claro/escuro invertido, cada qual com duragdao de 12 horas, iniciando-se o periodo
escuro as 06:00. Os animais foram pesados no primeiro dia de cada semana do
periodo experimental, utilizando-se uma balanga eletrénica digital (Marte — Brasil,
modelo AS5500C).

6.1.1. Calculo amostral

Para o calculo do tamanho da amostra utilizou-se a equacao (Armitage; Berry,
1987):
N = 2 [(Z20+Z2[3)0/8]
Onde:
2a: nivel de significancia;
2B: 1 — poder do teste;
Z2a: quartil a/2 da distribuicdo normal;
Z2: quartil B/2 da distribuicdo normal;

0: desvio padrao;
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O: diferenca a ser detectada.

N =2[(0,025+0,9)] 0,22/0,05 = 8,14

Nesse estudo, a variavel principal para o calculo do numero de animais foi a
amplitude de contragdo de cardiomiécitos isolados. A escolha dessa variavel foi
retirada de um estudo prévio (Carneiro-Junior et al., 2013). O nivel de significancia
adotado foi de 5% e o poder do teste de 90%. Desta forma, encontrou-se um numero
aproximado de 8 ratos para cada grupo experimental.

Salienta-se que, como o presente projeto utilizou células isoladas e tecidos
armazenados e congelados, foi necessario duplicar o numero de animais em cada
grupo, posto que o processamento para coleta de células isoladas pode alterar as
propriedades moleculares teciduais, impossibilitando as analises de expressao
proteica.

6.2. Protocolo Experimental

6.2.1. Grupos experimentais

Os animais foram randomicamente divididos em quatro grupos, sendo eles:

¢ C: animais controle submetidos a administracdo de solugao de cloreto de sddio
a 0,9%;

e C-T: animais submetidos ao programa de TR, com administracao de solugao
de cloreto de sdédio a 0,9%;

¢ N: animais controle submetidos a administragdo de DN;

¢ N-T: animais submetidos ao programa de TR, com administragdo de decanoato

de nandrolona.

A figura 4 apresenta, de forma esquematizada, o protocolo experimental
utilizado no presente estudo.
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Figura 4. Protocolo experimental esquematizado.
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Legenda: C, controle ndo-treinado; C-T, Controle treinado; FLBt, fosfolambam total; N, decanoato de
nandrolona n&o-treinado; NCX, canal trocador de sédio e calcio; N-T, decanoato de nandrolona
treinado; PMC, peso maximo carregado; RyR2, canal receptor de rianodina do tipo 2; SERCAZ2a,
isoforma cardiaca da calcio-ATPase do reticulo sarcoplasmatico; TR, treinamento fisico resistido.
Fonte: dados da pesquisa, 2025.

6.2.2. Administracao de DN

Os animais dos grupos N e N-T receberam duas doses semanais (quarta-feira
e sexta-feira) de 10 mg/kg cada de DN (Deca-Durambolin®; Organon LTDA, Sao
Paulo, Brasil), totalizando 20 mg/kg por semana, 30 minutos antes do inicio da sesséo
de treinamento, por 8 semanas. A escolha por esta dosagem se deu por mimetizar o

uso abusivo da droga, em ciclos que podem variar de 6 a 12 semanas (Patané et al.,
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2020). Os estudos com modelos animais envolvendo a aplicagao de DN associada a
treinamento fisico séo variaveis, de modo que as doses semanais se apresentavam
entre 5 mg/kg a 38 mg/kg de DN (Atias et al., 2025; Dantas et al., 2021; Shirpoor et
al., 2019; Nascimento et al., 2016; Lima et al., 2015). Assim, a aplicagdo de 20 mg/kg
se configura em uma faixa intermediaria no espectro de dosagens aplicadas em
estudos pregressos.

Os animais dos grupos C e C-T receberam 0,2 ml/kg de solugéo de cloreto de
sodio a 0,9%, duas vezes por semana, 30 minutos antes do inicio da sessao de
treinamento, por 8 semanas.

A administracao das substancias foi realizada de forma intramuscular na regiao
posterior da coxa dos animais, com o cuidado de alternar os lados a cada

administracao.

6.2.3 Protocolo de treinamento fisico resistido

O protocolo de TR utilizado foi adaptado do protocolo original proposto por
Hornberger e Farrar (2004). Este consistiu em subida de escada vertical (figura 5) e
foi dividido em etapas: adaptagédo, teste de peso maximo carregado (PMC) e

treinamento.
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Figura 5. Escada vertical e aparato de sobrecarga externa para realizagdo do treinamento fisico
resistido.
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Fonte: Moura, 2020.

A fase de adaptacao teve duracido de duas semanas, com frequéncia semanal
de trés vezes. Na primeira semana, os animais foram familiarizados com o TR que
consistiu em subida de escadas (1,1 x 0,18 m, 2 cm espagamento entre os degraus
da grade, 80° de inclinagao). Eles foram incentivados a escalar através de um estimulo
(pincar dos dedos) em suas caudas para iniciar o movimento. No topo da escada,
encontraram uma gaiola de polietileno (20 x 20 x 20 cm), onde puderam descansar
por 120 segundos. Este procedimento foi repetido até que os animais voluntariamente
subissem a escada trés vezes consecutivas, sem o incentivo do estimulo na cauda,
ao final da primeira semana.

Na segunda semana de adaptacédo, os ratos escalaram voluntariamente a
escada em trés séries, sem o incentivo do estimulo na cauda, com um aparato (tubo
cbnico) de 15¢ fixado a parte proximal da cauda com uma fita adesiva (1,5cm, 3M
Tartan). Esse aparato foi, posteriormente, utilizado para aumentar a carga externa
durante o periodo de TR.

Apos trés dias do fim do periodo de adaptacao a escalada em escada vertical,
foi realizado um teste de PMC (figura 6). Assim, na escalada inicial, foi aplicada 75%

da massa corporal do animal, e colocou-se peso dentro do aparato fixado a cauda do
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mesmo. O peso consistiu no material chumbada, comumente utilizado como isca para
peixes. Uma vez que o0 animal conseguiu carregar esta carga com sucesso,
descansou por 120 segundos e, em seguida, foi adicionada uma carga até que
resultasse em 90% da massa corporal do animal. Nos casos em que 0s animais
obtiveram éxito na escalada, o peso foi ajustado em 100% da massa corporal. Quando
este peso se encontrou inferior ao PMC, foram adicionados 30 gramas em cada
escalada, até que fosse alcangada uma sobrecarga que nao mais permitisse a
escalada pelo animal. Foi considerado PMC, portanto, o ultimo valor que permitiu uma
escalada completa pelo animal. Salienta-se que, apds cada ajuste de carga, o animal

descansou por 120 segundos.

Figura 6. Esquema demonstrativo do teste de peso maximo carregado pelos animais em protocolo de

treinamento fisico resistido com escalada em escada vertical.

120 S descanso

120 S descanso

120 s descanso I+ 30 g
[120 s descanso + 30 g
100% I
75 %

Legenda: MC: Massa corporal. Fonte: dados da pesquisa, 2025.

Esse mesmo teste foi realizado ao final da quarta semana de TR para reajustar
a carga de treinamento; bem como ao final da oitava semana do protocolo de
treinamento, a fim de verificar possiveis alteracdes no desempenho fisico dos animais.

O TR propriamente ocorreu 48 horas apdés o teste de PMC. O protocolo
consistiu em quatro a nove escaladas carregando progressivamente cargas mais
pesadas. Nas quatro primeiras escaladas, os animais carregaram 50%, 75%, 90% e
100% do PMC. A partir da escalada subsequente, foram adicionados 30 gramas
extras, até que o animal ndo conseguisse mais escalar ou atingisse 9 escaladas com

sucesso (figura 7). O protocolo de TR ocorreu trés vezes por semana, ao longo de oito
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semanas. Salienta-se que, uma vez por semana ao longo das oito semanas de
treinamento, os animais dos grupos nao-treinados realizaram uma unica escalada na
escada, sem aparato de resisténcia, com o objetivo de se manterem familiarizados a
atividade. Esta familiarizacdo foi aplicada para evitar a perda da aprendizagem motora
ao gesto da escalada, o qual poderia comprometer os resultados do teste de
desempenho fisico final.

O desempenho fisico dos animais foi reportado utilizando-se o valor do PMC
normalizado pelo peso corporal, sendo esta variavel calculada ao inicio e ao final do

experimento.

Figura 7. Representagéo esquematica do protocolo de treinamento resistido.
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Legenda: PMC - Peso maximo carregado. Fonte: dados da pesquisa, 2025.

6.3. Ecocardiografia

Os protocolos de ecocardiografia foram realizados como descritos por Lavorato
et al. (2016), sendo conduzidos por uma veterindria cardiologista. Quarenta e oito
horas apds a ultima sessao de treinamento, os animais foram anestesiados em
camara de inducdo com isoflurano 3% e oxigénio 100% em fluxo constante de 1
L/minuto. Para anélise ecocardiografica o agente anestésico foi administrado por um
periodo aproximado de 3 minutos. O exame incluiu estudos bidimensionais (2D) com
taxa de amostragem rapida (frame rate) de 120 fps e modo-M, usando o sistema de

ultrassom (MyLabTM30 — Esaote, Genoa, Italia) com transdutor phased array de 11,0
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MHz de frequéncia nominal. Os ecocardiogramas transtoracicos bidimensionais (2D)
e modo-M foram obtidos com sweep speed de 200 mm/s e ajustados de acordo com
a frequéncia cardiaca. As imagens foram coletadas de acordo com as recomendagdes
da Sociedade Americana de Ecocardiografia e armazenadas para analise posterior
(figura 8). Cada parametro foi mensurado em trés ciclos cardiacos distintos e a média
das medidas foi utilizada para as andlises estatisticas. A espessura das paredes
posterior e anterior do ventriculo esquerdo e do septo interventricular (final da diastole
e final da sistole), as dimensdes da camara do ventriculo esquerdo e as fragdes de
ejecdo e de encurtamento foram mensuradas usando um método modificado
preconizado pela Sociedade Americana de Ecocardiografia (Sahn et al., 1978). Os
registros em modo-M foram analisados usando um sistema de analise disponivel no

proprio aparelho.

Figura 8. Esquema ilustrativo de parametros ecocardiograficos analisados.
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Legenda: ESId — Espessura do septo interventricular na diastole; ESls — Espessura do septo
interventricular na sistole; DVDd — Diametro interno do ventriculo direito na diastole; DVEd — Diametro
interno do ventriculo esquerdo na diastole; DVEs — Didametro interno do ventriculo esquerdo na sistole.

Fonte: dados da pesquisa, 2025.

A avaliagéo da fungéo sistélica do VD, por sua vez, foi mensurada a partir da
excurséo sistélica no plano anular da valvula tricuspide (TAPSE — Tricuspid Annular

Plane Systolic Excursion). Para tanto, utilizou-se o modo M com cursor posicionado
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na porg¢ao lateral do plano anular da tricuspide. Assim, obteve-se o encurtamento da
base para o apice durante a sistole, identificando o anulo lateral da valva tricuspide, a
distancia diastdlica e sistdlica final. A coleta das imagens foi realizada para posterior

analise.

6.4. Eutanasia e coleta de amostras

A eutanasia dos animais foi realizada por decapitacdo, 48 horas apds a
realizacdo do ecocardiograma, sem utilizacdo de anestesia prévia e por meio de
guilhotina prépria para uso de roedores (Insight EB 271). A Iamina foi periodicamente
amolada e a limpeza realizada apds a morte de cada animal. Este método foi utilizado
por saber-se que o uso de drogas anestésicas pode comprometer o material bioldgico,
causar depressao miocardica, alterar a frequéncia cardiaca e respiratéria, além de
possuir agao miorrelaxante, o que pode prejudicar as analises de cardiomiécitos
isolados do presente estudo (Fish et al., 2008; FlecknelL, 2015).

ApoOs a eutanasia, o coracgao foi dissecado e os ventriculos foram removidos,
fragmentados e armazenados a -80°C em tubos identificados, para a condugao das
analises de expressao proteica e de marcadores do balanco redox. Por fim, removeu-
se a tibia direita de cada animal, para posterior realizacdo do calculo do indice de

hipertrofia dos ventriculos cardiacos.

6.5. indice de hipertrofia ventricular

Apos a remocgao da tibia direita de cada animal, o comprimento da mesma foi
mensurado utilizando-se um paquimetro digital (modelo Absolute 150 mm, Mitutoyo,
Rio de Janeiro, Brasil) com precisdo de + 0,2 mm. Para a aferi¢ao, utilizou-se como
referéncia o maléolo e o cdndilo mediais.

O indice de hipertrofia ventricular foi calculado para os ventriculos cardiacos
dissecados, com base na razao entre a massa de cada ventriculo e o comprimento da
tibia. Essa forma de normalizagéo € amplamente utilizada em estudos com roedores,
pois o0 comprimento da tibia é considerado um marcador robusto do tamanho corporal
e menos influenciado por variacbes do estado hidrico ou da massa corporal total,

quando comparado a normalizacao pelo peso corporal. Assim, valores mais elevados
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desse indice refletem proporcionalmente maior crescimento da massa ventricular em
relagcdo ao tamanho do animal, sendo indicativos de hipertrofia cardiaca (Yin et al.,
1982). Neste contexto, o indice de hipertrofia ventricular foi calculado para os
ventriculos cardiacos dissecados, através da seguinte equagédo baseada no estudo
de Yin et al. (1982):

Peso do ventriculo (mg)

indice de hipertrofia ventricular =

Comprimento da tibia direita (mm)

6.6. Isolamento de cardiomiocitos

Para o isolamento de cardiomidcitos, foi utilizado o método previamente
descrito por Natali et al. (2015). Apds a eutanasia, o coragdo foi imediatamente
removido por meio de toracotomia e lavado em solugao basica contendo 750 uM de
CaClz para a remocéao do excesso de sangue (Solugéo A; Item 6.8.1). A seguir, a aorta
ascendente foi fixada com um fio de sutura em uma agulha de aco inoxidavel
modificada (canula), de modo que o coragéo foi colocado em um sistema de perfusao
(Langendorff adaptado) e perfundido com a solugéo de isolamento (Solugéo A; Item
6.8.1), em um fluxo constante até que os vasos coronarios estivessem limpos.

A solugéo perfundida foi entéo trocada por uma solugéo livre de Ca?* contendo
0,1 mM de acido tetracético etilenoglicol (EGTA) (Solucao B; Item 6.8.1) por 6 minutos,
para o rompimento dos discos intercalares entre os cardiomidcitos. Apds este
processo, o coragdo foi perfundido com uma solugdo contendo 1 mg.ml-' de
colagenase tipo 2 (Worthington, EUA), 3 mg.ml-' de protease e 100 yM de CacCl.
(Solugdo C; Item 6.8.1) durante 10 minutos, para que as fibras colagenas
extracelulares sejam digeridas. Todas as solu¢des utilizadas foram oxigenadas (O2
100% — White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de 37°C.

Apés a perfusao, os ventriculos (direito e esquerdo) foram separados dos atrios
e pesados em balanga de precisdo (Gehaka — Brasil, modelo AG 200). O VD foi
removido e o VE foi aberto na regido do septo interventricular. Os musculos papilares
e o tecido conjuntivo foram removidos manualmente da superficie do ventriculo
esquerdo.

As amostras de cada ventriculo foram colocadas em frascos identificados
contendo 5 ml da solugdo enzimatica (Solugdo C; Item 6.8.1). Os frascos foram

agitados moderadamente durante 5 minutos, em “banho-maria” a temperatura de
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37°C, sendo o tecido cardiaco oxigenado (O2 100% — White Martins, Brasil). A seguir,
o conteudo dos frascos foi filtrado e centrifugado (3000 rpm) por 10 segundos. O
sobrenadante foi removido e os cardiomiécitos foram suspendidos na solugéo basica
contendo 750 yM de CaClz. Esse processo foi repetido. Os cardiomidcitos foram
armazenados em refrigerador para as analises, que foram feitas em até duas horas

apos o isolamento.

6.7. Mensuragao do comprimento, largura e volume celulares

Os cardiomidcitos isolados foram posicionados em uma camara experimental
e banhados por solugéo de perfusdo em temperatura ambiente (~25°C). As imagens
das células foram captadas por uma camera (MyoCam, lonoptix, Milton, MA, EUA)
acoplada a um microscoépio invertido (Nikon Eclipse TS100, Melville, NY, EUA). Em
seguida, as imagens foram visualizadas horizontalmente, com aumento de 400x por
meio de lente de imers&o em oleo (S Fluor, 40x, Nikon, Melville, NY, EUA) no monitor
de um computador, utilizando um programa de captagao de imagens (M-Vision 5XX,
lonoptix, Milton, MA, EUA).

Para a medi¢cao do comprimento e largura dos cardiomidcitos, foram utilizadas
células que estavam em boas condigdes, apresentando bordas e estriagcdes
sarcoméricas bem definidas, relaxadas em repouso, sem apresentar contracoes
espontaneas.

As dimensoes celulares foram mensuradas a partir da medi¢cao da imagem da
célula gerada no monitor, utilizando uma régua com precisdo de um milimetro (figura
9). O comprimento celular correspondeu a distancia entre a borda direita até a borda
esquerda, no ponto meédio da largura do cardiomiécito. A largura celular, por sua vez,
foi determinada através da medicao da borda superior até a borda inferior, passando

pelo ponto médio da célula.

Figura 9. Representagéo das dimensodes de cardiomidcito ventricular.
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Legenda: As linhas indicam como foram obtidos os dados de comprimento (amarelo) e largura
(vermelho). Fonte: adaptado de Carneiro-Junior (2013).

Para a transformacédo dos dados obtidos de centimetros para micrémetros,
utilizou-se a seguinte equacao:
X_. 10000
400

Em que:

X = dados em centimetros (comprimento ou largura do cardiomidcito avaliado);
10000 = valor de conversao de centimetros para micrémetros;

400 = coeficiente de ampliagcdo microscopica, considerando o aumento de 40x

da lente de aumento objetiva e 10x da lente de aumento ocular.

A partir dos dados de comprimento e largura obtidos dos cardiomiocitos, foi

estimado o volume celular, utilizando-se a férmula proposta por Satoh et al. (1996):

Volume (pl) = comprimento (um) x largura (um) x (7,59 x 103 pl/um?)

Em que:

pl — picolitros

Mm — micrémetros

7,59 x 1073 pl/um? — constante obtida pela medida direta do volume celular
através de microscopia confocal, com unidade de medida em picolitros por

micrébmetros ao quadrado, conforme Satoh et al. (1996).

6.8. Contratilidade celular

A analise da contratilidade celular foi feita tal como descrita por Roman-Campos
(2012). As contracdes dos cardiomidcitos isolados de ambos os ventriculos foram
mensuradas através da técnica de alteracdo do comprimento dos cardiomiécitos
usando-se o sistema de deteccdo de bordas (lonoptix, EUA) montado num
microscopio invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA) equipado com uma lente objetiva
de imersao em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA).

Os cardiomidcitos isolados foram acomodados em uma camara experimental

giratéria com a base de vidro montada no microscépio, e banhados pela solugéo de
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perfusao tampao HEPES (Solugédo tampao HEPES; Item 6.8.2) a uma temperatura de
~ 37°C. As células foram visualizadas em um monitor através de uma cémera
(Myocam, lonoptix, EUA) acoplada ao microscépio invertido, utilizando um programa
de detecgéo de imagens (lonwizard, lonoptix, EUA) com uma frequéncia de 240 Hz.
Para cada ventriculo analisado de cada animal, foram utilizadas 8 a 20 células.
Os cardiomidcitos foram estimulados externamente as frequéncias de 1, 3, 5e 7 Hz
(20 V, duragao de 5 ms) a partir de um par de eletrodos de ago, acoplado nos dois
lados internos da cémara, através de um estimulador elétrico (Myopacer, Field
Stimulator, lonoptix, EUA). As bordas dos cardiomidécitos foram identificadas com duas
janelas (direita e esquerda) e definidas através do ajuste do contraste (preto e branco)
gerado pela qualidade da imagem projetada dos cardiomidcitos. As contragbes dos
cardiomidcitos apds a estimulacao elétrica foram capturadas pelo sistema de deteccao
de bordas (lonwizard, lonoptix, EUA) e armazenadas para analise. A partir dos
registros obtidos, foram analisados os seguintes parametros de contratilidade:
velocidade de contragdo, amplitude de contragao, tempo para o pico de contragao,
velocidade de relaxamento, tempo para 50% do relaxamento e tempo para 90% do
relaxamento, conforme esquematizado na figura 10. Todos os parametros foram

determinados utilizando o programa lonWizard 6.3 (lonoptix, EUA).

Figura 10. Representacédo esquematica da contragdo de um cardiomidcito estimulado na frequéncia

de 1 Hz.
Inicio da Final da
contracio contracdo

'

g 100+ 4

2 =

= 9§ - .%

= il

£ %-

E 2

S 94. 2

2 2

£ 92- Z

o -

£ i Tempo para

= 90+ .

g Pico da / o relaxamento

2 contracéio l-——————__.l

~ 88 Y . . ,
00 0.5 1.0 15 20

Tempo (s)

Fonte: adaptado de Carneiro-Jdunior (2013).
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6.9. Composicao das solugoes

6.8.1. Solugdes de isolamento

Para o procedimento de isolamento de cardiomiécitos, foram necessarias
diversas solugdes, as quais foram feitas utilizando-se um litro de uma solugao basica
com agua ultrapura (Milli-Q), que apresenta a seguinte composigdo (em mM): NaCl
(130) - 7,6 g/L; MgCl2 (143) — 0,28 g/L; KCI (5,4) — 0,4 g/L; (HEPES) (10) — 0,062 g/L;
glicose (10) — 1,8 g/L; taurina (20) — 2,38 g/L; e creatina (10) — 1,3 g/L. O pH foi

ajustado em 7,4 em temperatura ambiente.

e Solugdo A: Para a solugdo de isolamento contendo 750 mM de Ca?*,
adicionaram-se 375 pL de CaClz (1 M) em 500 ml da solugéo basica.

e Solugao B: Para a solugéo de isolamento livre de Ca2*, adicionaram-se 250
ML de EGTA (100 mM) em 250 ml da solugao basica.

e Solugao C: Para a solugédo enzimatica de isolamento, adicionaram-se 0,03

g de colagenase e 0,003 g de protease em 30 ml da solugao basica.

6.9.2 Solugao de perfusdo-tampao HEPES

Para o processo de mensuragdo de parametros de contratilidade de
cardiomidcitos, as células foram banhadas com uma solugao fisiolégica contendo, em
Mm:

e Solugao estoque: NaCl (113) — 65,99 g/L; HEPES (5) — 11,9 g/L; NaH2PO4
(1)—1,42 g/L; MgSO4 (1) — 2,46 g/L; KCI (5) — 3,72 g/L.
e Solugao sopa: Acetato de Na (20) — 16,4 g/100 ml; glicose (10) — 18,1 g/100

ml.

A solugao HEPES, por sua vez, foi composta por 100 ml da solugcao-estoque,
10 ml da solugéo sopa e 1,8 ml de CaClz (1) a 890 ml de Milli-Q. Essa solugao foi
equilibrada para um pH de 7,4 e mantida em temperatura ambiente.
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6.10. Analise da expressao de proteinas cardiacas

As analises de expresséao das proteinas FLBt, NCX, SERCA2a e RyR2 no VE
e VD dos animais foram realizadas no Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia
da Universidade Federal de Vigosa.

Os niveis das proteinas nos sobrenadantes dos homogeneizados cardiacos
foram mensurados por ensaio imunoenzimatico do tipo captura (ELISA), utilizando os
seguintes kits: FLBt e NCX (ABclonal Technology, Woburn - EUA); SERCAZ2a (AFG
Scientific, Northbrook — EUA); e RyR2 (Cloud-Clone, Katy — EUA). O procedimento
de ELISA foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante. As concentragbes
das amostras analisadas foram determinadas com base em uma curva padrao obtida

por diluicbes seriadas em duplicata das proteinas recombinantes de rato.

6.11. Expressao de marcadores do balan¢o redox

Para a realizagcédo dos ensaios relativos a atividade enzimatica, cada ventriculo
cardiaco foi homogeneizado (propor¢éo 1:10 — 0,5 g de ventriculo em 5 mL de PBS
pH 7,4), centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi coletado e
utilizado para a realizacdo das técnicas. A leitura foi realizada com o sistema
analisador enzimatico automatico (Chemistry Analyzer BS-200,Mindray Medical

International Limited, Shenzhen, China).

6.11.1. Atividade da superoxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada com base no
método que se fundamenta na redugédo do anion superoéxido (O,7) e do perdxido de
hidrogénio, resultando na diminuigdo da auto oxidacao do pirogalol, conforme descrito
por Dieterich et al. (2000). A mistura reacional continha 99 L de tampéao fosfato de
potassio (5 mmol/L, pH 7) e 30 yL do sobrenadante da amostra de tecido cardiaco. A
reagao foi iniciada com a adi¢do de 15 pL de pirogalol (100 umol/L). A absorbancia da
mistura reacional foi medida a 570 nm. A atividade da SOD foi expressa em unidades
por miligrama de proteina, sendo que uma unidade de SOD foi definida como a

quantidade necessaria para inibir em 50% a taxa de auto-oxidagéo do pirogalol.
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6.11.2. Oxidacgao de proteinas

O conteudo de carbonilas em proteinas foi mensurado utilizando-se o método
com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), conforme descrito por Levine et al. (1994),
baseado na reagao dos grupos carbonila com o DNPH. Foram adicionados 50 uL de
amostra a 0,5 mL de DNPH (10 mmol/L) diluido em acido cloridrico a 7%. A mistura
foi agitada em vortex e incubada em temperatura ambiente, protegida da luz, por 30
minutos, com agitagdo periodica. Em seguida, foram adicionados 0,5 mL de TCA a
10% gelado, centrifugando-se a 5000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado trés vezes com 1 mL de uma solugao de acetato
de etila e etanol (1:1, v/v). Por fim, 1 mL de SDS a 6% foi adicionado aos tubos, que
foram agitados para solubilizar o pellet, e a absorbéancia do sobrenadante foi lida a
370 nm. Os resultados foram expressos em nmol por mg de proteina, com base no

coeficiente de extingdo molar €3, = 22 mmol/L-cm.

6.11.3. Producéao de oxido nitrico

A produgdo de NO foi quantificada por meio da reacdo de Griess.
Resumidamente, 50 yL da amostra foram incubados com igual volume do reagente
de Griess (1% sulfanilamida, 0,1% N-(1-naftil)etiienodiamina e 2,5% Hs;PO,), a
temperatura ambiente, por 10 minutos (Tsikas, 2007). A absorbéancia foi medida a 540
nm em espectrofotbmetro de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific). A
conversao da absorbancia em concentragdo micromolar de NO foi realizada a partir
de curva padrao de nitrito de sédio (0-100 uM), sendo os resultados expressos em

pmol/L.

6.11.4. Determinacéo de malondialdeido

A extensao da peroxidacao lipidica foi medida conforme descrito por Buege &
Aust (1978), por meio da quantificagdo do MDA, principal produto da peroxidagao de
lipidios. Brevemente, 0,2 mL de amostra foram homogeneizados em 0,4 mL de uma
solugao contendo acido tricloroacético (15%), acido tiobarbiturico (0,375%) e acido
cloridrico (0,6%). A mistura foi incubada em banho-maria em ebuligao por 40 minutos.

Ap0s resfriamento em gelo, foram adicionados 0,6 mL de butanol, seguido de agitagéo
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por vortex durante 2 minutos e centrifugagao por 10 minutos a 9000 g. O precipitado
foi descartado e o sobrenadante foi utilizado para leitura da absorbancia a 535 nm,
em espectrofotdmetro de varredura em microplacas (Multiskan GO). A concentragao
de MDA foi determinada com base em curva padrao de concentra¢des conhecidas de
1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO) e os resultados foram expressos em umol/L por

mg de proteina.

6.11.5. Atividade da catalase

A atividade da CAT foi determinada segundo Aebi (1984), utilizando H,O, como
substrato. Resumidamente, 1 mL de H,O, foi adicionado a mistura reacional contendo
10 yL da amostra e 1,0 mL de tampéao fosfato de potassio (50 mmol/L, pH 7,0). Apds
a adicao, a mistura reacional foi monitorada a 240 nm durante 1 minuto, com leituras
a cada 30 segundos. Foi utilizado um coeficiente de extingdo de ¢€,4,0 = 0,036
mmol/L-cm para os calculos. Uma unidade de atividade da catalase foi definida como
a quantidade de enzima capaz de decompor 1 mmol de H,O, por minuto. A atividade

foi expressa em unidades por miligrama de proteina.

6.11.6. Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total foi estimada utilizando o método de poder
redutor do ferro (FRAP), conforme descrito por Benzie e Strain (1996), utilizando o
reagente TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) como substrato. O método baseia-se na
redugdo do complexo férrico-TPTZ (Fe**-TPTZ) para a forma ferrosa (Fe**-TPTZ).
Foram adicionados 10 yL das amostras a solugdo FRAP (190 uL), composta por 25
mL de tampéao acetato (300 mmol/L, pH 3,6), 2,5 mL de TPTZ (10 mmol/L) e 2,5 mL
de FeCl;-6H,0 (20 mmol/L). A absorbancia foi lida a 593 nm. A redugao do complexo
Fe3**-TPTZ pelos antioxidantes foi determinada com base em curva padrdao de
diluicdes seriadas de FeSO,-7H,0, iniciando com 2 mmol/L. Os resultados foram

expressos em pmol/mL.

6.12. Analise estatistica
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As comparacgdes das meédias das variaveis entre os 4 grupos experimentais ao
final do experimento foram realizadas através da analise de variancia (ANOVA) Two-
way, seguida do post-hoc de Tukey para comparagdes multiplas. As comparagdes do
desempenho fisico relativo dos animais ao inicio versus ao final do experimento foram
realizadas através de teste T pareado. Os dados foram apresentados como média +
erro-padrao da média (EPM). Para isto, foi utilizado o programa estatistico SigmaPlIot,
v.11.0, adotando-se o nivel de significancia como p < 0,05.

O tamanho do efeito (TE) foi mensurado utilizando-se o programa IBM SPSS
Statistics 20.0. Para isto, calculou-se o valor de eta ao quadrado (n?), adotando-se a
seguinte interpretacdo: 2 0,01 e < 0,06 — pequeno; 2 0,06 e < 0,14 — médio; 2 0,14 —
grande (Cohen, 1988).

A verificagdo do grau de associagao entre as proteinas reguladoras do ciclo de
Ca?* e os marcadores do balanco redox foi realizado por meio de correlagido de
Pearson para as variaveis com distribuicdo normal, e Spearman para as variaveis com
distribuicdo nao-normal. Para isto, adotou-se a interpretagado proposta por Cohen
(1992), em que o coeficiente de correlagéo (r): 2 0,1 e < 0,3, ou < -0,1 e < -0,3,
correlagao fraca; 2 0,3 e < 0,5, ou < -0,3 e <-0,5, correlagdo moderada; 20,5 e < 1,
ou <-0,5 e < -1, correlagao forte. Esta analise também foi realizada no programa IBM

SPSS Statistics 20.0, adotando-se o nivel de significancia como p < 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Teste de desempenho fisico

Os resultados dos testes de desempenho fisico ao inicio e ao final do

experimento estao ilustrados na figura 11.

Figura 11. Efeitos do treinamento fisico resistido e do decanoato de nandrolona sobre o desempenho

fisico ao inicio (0 semanas) e final do experimento (8 semanas).
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Legenda: Valores apresentados como média + erro padrao da média de 8 animais por grupo. Grupos:
C, controle ndo-treinado; C-T, controle treinado; N, decanoato de nandrolona n&o-treinado; N-T,
decanoato de nandrolona treinado. Teste T pareado: &, p < 0,05. ANOVA two-way: * p < 0,05 para fator
treinamento fisico resistido. Fonte: dados da pesquisa, 2025.

O teste de desempenho fisico ao inicio do experimento nao revelou diferencas
entre os grupos.

A comparacgao do desempenho fisico ao inicio versus ao final do experimento,
por meio de teste T pareado, evidenciou que apenas o grupo CT exibiu aumento
significativo desta variavel (p = 0,006), enquanto o grupo NT apresentou uma
tendéncia ao aumento da mesma (p = 0,07).

Apods 8 semanas, nao houve interacao entre os fatores TR e DN. O fator TR
aumentou o desempenho fisico dos animais, com TE grande (p = 0,04, n2=0,16, F =
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4,5). O fator DN apresentou uma tendéncia a reduzir o desempenho fisico, com TE
médio (p = 0,07, n? = 0,13, F = 3,7). As multiplas comparagbes ndo demonstraram

diferencgas significativas intergrupos.

7.2. Caracteristicas gerais e dados morfolégicos cardiacos

Os resultados obtidos referentes aos efeitos do TR e do DN sobre o peso
corporal, peso do coragao, peso absoluto dos ventriculos e seus respectivos indices
de hipertrofia estao descritos na Tabela 1.

Na comparagao intragrupo no tocante a diferenga entre o peso corporal dos
animais ao final em relagcao ao inicio do experimento, avaliada por teste T pareado, os
animais dos grupos C-T, N e N-T apresentaram ganho significativo de peso corporal
(p =0,05). O aumento ponderal foi mais expressivo no grupo C-T, que aumentou 24%
do seu peso corporal ao final do experimento, enquanto o grupo N-T apresentou a
menor proporgao de ganho — cerca de 8% em relagédo ao peso corporal inicial.

Na avaliacdo do peso corporal ao final do experimento, houve uma tendéncia
a interagdo entre o TR e DN (p = 0,06), mas com pequeno TE (n? = 0). O fator TR nao
promoveu diferencas nesta variavel (p = 0,87, n? = 0), enquanto o fator DN reduziu o
peso corporal final dos animais, com tamanho de efeito grande (p = 0,02, n? = 0,23).
As multiplas comparagdes mostraram que o peso corporal dos animais do grupo N-T
foi inferior ao do grupo C-T (p = 0,04).

Em relagdo ao peso do coracdo, houve tendéncia a interagao entre TR e DN,
com grande TE (p = 0,06, n?=0,15). Os fatores TR e DN aumentaram o peso cardiaco,
com grande TE (p = 0,02, n?=0,21; p = 0,00, n? = 0,40, respectivamente). As mdltiplas
comparagdes evidenciaram que os grupos C-T e N obtiveram maior peso do coragao
em relagao ao grupo C (p = 0,01).

Na analise do peso absoluto do VE, houve interacdo entre TR e DN, com
grande TE (p = 0,02, n? = 0,22). Houve tendéncia do fator TR em aumentar esta
variavel, com grande TE (p = 0,07, n? = 0,14), enquanto o fator DN aumentou
significativamente o peso do VE, com grande TE (p = 0,04, n? = 0,18). Nas mudltiplas
comparacgdes, observou-se que os grupos C-T e N exibiram maior peso do VE em
relagao ao grupo C (p = 0,05 e p = 0,04, respectivamente).

Ja no peso absoluto do VD, ndo houve interacéo entre TR e DN. Ambos os

fatores TR e DN aumentaram esta variavel, exibindo grande TE (p = 0,01, n? = 0,30;
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p = 0,00, n? = 0,39, respectivamente). As multiplas comparagées demonstraram que
o grupo N-T apresentou aumento do peso do VD em relagédo aos grupos C-T e N (p =
0,013 e p = 0,05, respectivamente). Estes grupos, por sua vez, apresentaram maiores
meédias em relagéo ao grupo C (p = 0,02).

O indice de hipertrofia do VE demonstrou interagdo entre TR e DN com grande
TE (p = 0,02, n? = 0,23). Houve tendéncia do fator TR em aumentar esta variavel,
exibindo grande TE (p = 0,06, n> = 0,15), enquanto o fator DN aumentou
significativamente este indice, também com grande TE (p = 0,02, n? = 0,21). Nas
multiplas comparacdes, os grupos C-T e N apresentaram maior indice de hipertrofia
do VE em relagao ao grupo C (p = 0,05 e p = 0,03, respectivamente).

No indice de hipertrofia do VD, por sua vez, nao houve interagao entre TR e
DN. Tanto o fator TR quanto o fator DN aumentaram esta variavel, exibindo grandes
TEs (p = 0,01, n? = 0,28; p = 0,00, n? = 0,39, respectivamente). Nas multiplas
comparacgdes, observou-se que o grupo N-T teve um maior indice de hipertrofia do VD
em relacao aos grupos C-T e N (p =0,013 e p = 0,05, respectivamente). Ja os grupos
C-T e N exibiram maiores médias em relagédo ao grupo C (p = 0,02 em ambos os

casos).



Tabela 1. Peso corporal dos animais, peso do coragao e suas respectivas cavidades
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Interagao
Fator TR Fator DN
Variavel/Grupo C(h=8 CT(n=8 N(n=8 NT(n=8) TR vs DN ator ator

Peso corporal inicial (g) 352 +16 318 £ 12 319+13 327 £ 14

Peso corporal final (g) 301:16  394+12%  360:13%  353:+14% 006 000 01 08 000 00 2% o023 67
Peso umido do coragdo (g)  1,5¢0,1  1,9+012  2+0,1a 21+01 006 015 38 002 021 60 %0 040t 146
Peso VE (g) 07+ 006 090052 09+0052 09006 002° 022 64 007 014 37 °%% g4 50
Peso VD (g) 03+003 04 jdo,oz 04+0032¢ 050035 093 000 00 001" 030* 92 % 039¢ 141
Peso VE /[ Comprimento o/ .45 225:122 231+132 223+14 002* 023 65 006 015 39 °9% 021¢ 59
tibial (mg/mm)

Peso VD / Comprimento g4, g 103208 55,0700 132075 096 000 00 001* 028¢ 88 %0 o039 138

tibial (mg/mm)

ad

Legenda: Dados em média + erro padrdo da média de 8 animais em cada grupo. Grupos: C, Controle ndo-treinado; C-T, Controle treinado; N, Decanoato de
nandrolona nao-treinado; N-T, Decanoato de nandrolona treinado. F, Distribuicdo F de Fisher-Snedecor; TR, Treinamento fisico resistido; VD, Ventriculo
direito; VE, Ventriculo esquerdo; n?, Eta ao quadrado, indicativo de tamanho de efeito. Teste T pareado: &p < 0,05, Peso corporal final — Peso corporal inicial.
ANOVA Two-way seguido de post-hoc de Tukey: 2p < 0,05 vs. C;bp<0,05vs. C-T; °p < 0,05 vs. N; 9p < 0,05 vs. N-T; * p < 0,05; # Tamanho do efeito grande.
Fonte: dados da pesquisa, 2025.
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7.3. Ecocardiograma

Os dados ecocardiograficos estdo demonstrados na Tabela 2.

Observou-se que o fator DN ndo suscitou alteragdes morfofuncionais
importantes em nenhuma das varidaveis analisadas na avaliagao
ecocardiografica.

No DVDd, houve interacao entre os fatores TR e DN, com médio TE (p
= 0,04, n? = 0,12). Entretanto, ambos os fatores ndo demonstraram exercer
influéncia significativa. As multiplas comparagbes demonstraram que o grupo
N-T teve um aumento do didmetro comparado ao grupo N (p = 0,04).

Observou-se padrao similar na ESIVd, em que houve interagao entre TR
e DN, com TE grande (p = 0,02, n? = 0,15), mas sem interferéncia dos fatores
individualmente. Nas multiplas comparagdes, a ESIVd do grupo N-T foi maior
em relagao ao grupo N (p = 0,02).

Ao analisar o DVEs, observou-se n&o houve interacdo entre os
tratamentos aplicados. Todavia, o fator TR aumentou esta variavel, com grande
TE (p = 0,02, n? = 0,16). O fator DN isolado, por sua vez, ndo afetou esta
variavel. O grupo N-T apresentou maior média comparada ao grupo N (p =
0,01).

Nas fragdes de ejecéo e encurtamento, bem como na TAPSE, ndo foram
verificadas interagdes entre os tratamentos aplicados. Observou-se que o fator
TR reduziu estas variaveis com grande TE (p < 0,01 e n? 2 0,24 para as trés
variaveis). O fator DN nao exerceu influéncia significativa sobre as mesmas.
Todavia, as multiplas comparacdes evidenciam que esta reducdo ocorreu
apenas no grupo que realizou o TR em associagdo com a administragéo do DN,
ao ser comparado com o grupo N (p < 0,03 em todos os casos).

As medidas de DVEDd, EPPVEd, ESIVs e EPPVEs nao apresentaram
interacdo entre os fatores TR e DN, assim como os tratamentos individualmente

nao suscitaram alteragdes significativas entre os grupos.



Tabela 2. Avaliagao ecocardiografica.
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Interagao

Variavel/Grupo C(n=8) CT(n=8 N({n=8 NT(n=8) TR vs DN Fator TR Fator DN
p nz F p n2 F p nz F
DVDd (mm) 08%008 06007 06%006 08013 004 012 43 04 002 06 08 000 00
ESIVd (mm) 15+011 13+015 124012  17+01c 002* 015* 57 02 004 15 08 000 0,1
DVEd (mm) 784014 75+03  71+04 75+02 028 004 12 08 000 01 03 003 1,1
EPPVEd (mm) 1400  16+02 17402 18+02 09 000 00 04 002 06 02 006 19
ESIVs (mm) 2002 25402 26402 2601 04 002 07 03 003 09 05 002 05
DVEs (mm) 4+02 43+03 3603  45+02° 02 005 15 002* 016* 61 07 000 02
EPPVES (mm) 24+02 2502  25%0,2 27+041 08 000 01 05 001 04 03 003 1,1
Fragio de ejecao (%) 839+22 788+21 858+19 752+27° 02 004 15 000* 027%* 122 07 000 0,1
Fragdo de encurtamento (%) 48.9+26  43+22  507+21  399+23 03 003 11 000* 029% 131 08 000 0,1
TAPSE (mm) 25+02 215+01 26+01  21+01° 06 001 03 001* 024 74 09 000 0,0

Dados em média * erro padrao da média de 8 animais em cada grupo. Grupos: C, Controle ndo-treinado; C-T, Controle treinado; N, Decanoato de nandrolona
nao-treinado; N-T, Decanoato de nandrolona treinado. Variaveis: DVDd, Didmetro interno do ventriculo direito na diastole; ESIVd, Espessura do septo
interventricular na diastole; DVEd, Diametro interno do ventriculo esquerdo na diastole; EPPVEd, Espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na
diastole; ESIVs, Espessura do septo interventricular na sistole; DVEs, Didmetro interno do ventriculo esquerdo na sistole; EPPVEs, Espessura da parede
posterior do ventriculo esquerdo na sistole; TAPSE, Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion. DN, Decanoato de nandrolona; F, Distribuicdo F de Fisher-
Snedecor; TR, Treinamento fisico resistido; n?, Eta ao quadrado, indicativo de tamanho de efeito. ANOVA Two-way seguido de post-hoc de Tukey: 2p < 0,05
vs.C;°p=<0,05vs. C-T; °p<0,05vs. N; 4p < 0,05 vs. N-T; * p < 0,05; # Tamanho do efeito grande. Fonte: dados da pesquisa, 2024.
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7.4 Comprimento, largura e volume de cardiomidcitos

As estimativas de comprimento, largura, volume e razdo comprimento /
largura de cardiomidcitos do VE e do VD estdo demonstradas na figura 12.

No que concerne aos miocitos do VE, ao analisar o comprimento dos
mesmos (figura 12-A), ndo foi constatada interagao entre os fatores TR e DN,
tampouco diferengas relacionadas ao efeito dos fatores isoladamente sobre esta
variavel. As multiplas comparagdes também ndo evidenciaram diferencas
intergrupos.

Na largura celular (figura 12-B), também nao foi constatada interacéo
entre TR e DN, nem diferencga resultante do fator TR isoladamente (p = 0,13, n?
= 0,09). Todavia, o fator DN aumentou a largura destes miécitos, com grande TE
(p =0,01,n%=0,22, F = 7). As multiplas comparagdes evidenciaram que o grupo
N-T apresentou maior largura celular em relagao ao grupo C-T (p = 0,02).

No volume celular (figura 12-C) também néo houve interagéo entre TR e
DN, nem influéncia significativa do fator TR, embora o TE tenha sido moderado
(p = 0,09, n? = 0,11, F = 3). Contudo, observou-se que o fator DN aumentou o
volume dos midcitos do VE, com grande TE (p = 0,04, n? = 0,15, F = 4,5). Nas
multiplas comparagdes, o grupo N-T teve maior média comparado ao grupo C-T
(p = 0,04).

Na razdo comprimento/largura celular (figura 12-D) também n&o houve
interacdo entre TR e DN. Enquanto o fator TR isoladamente ndo promoveu
efeitos sobre esta variavel (p = 0,24, n? = 0,04), o fator DN reduziu esta razao (p
= 0,001, n? = 0,34), com grande TE. Nas multiplas comparagdes, o grupo N
apresentou menores médias em relagédo ao grupo C (p = 0,01) e o N-T teve
menor média em relagcao ao grupo C-T (p = 0,02).

No VD, por sua vez, ndo foi observada interacao entre TR e DN em
nenhum dos parametros morfolégicos celulares, assim como ndo houve efeito
significativo dos fatores TR e DN, de modo que todos os TEs observados nas
analises destas células foram pequenos. Além disso, as multiplas comparagoes
também nao evidenciaram diferengas significativas entre os grupos nas variaveis

analisadas.
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Figura 12. Efeitos do treinamento fisico resistido e do decanoato de nandrolona sobre o comprimento, largura, volume e razdo comprimento/largura celular

de cardiomidcitos isolados dos ventriculos esquerdo e direito.
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Legenda: (A) Comprimento de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo, em micrémetros; (B) Largura de cardiomiécitos do ventriculo esquerdo, em micrémetros;
(C) Volume de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo, em picolitros; (D) Comprimento de cardiomiécitos do ventriculo direito, em micrometros; (E) Largura de
cardiomiécitos do ventriculo direito, em micrometros; (F) Volume de cardiomidcitos do ventriculo direito, em picolitros. Valores apresentados como média +
erro padrao da média de 60 a 80 células por grupo. Grupos: C, controle ndo-treinado; C-T, Controle treinado; N, decanoato de nandrolona ndo-treinado; N-T,
decanoato de nandrolona treinado. ®p < 0,05, N-T vs. C-T. T p < 0,05, fator decanoato de nandrolona. Dados analisados por ANOVA Two-way seguido de post-
hoc de Tukey. Fonte: dados da pesquisa, 2025.
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7.5 Contratilidade de cardiomiocitos

7.5.1 Ventriculo esquerdo

As medidas de contratilidade celular realizadas em cardiomiocitos
isolados do VE de ratos, estimulados eletricamente nas frequéncias de 1, 3,5 e
7 Hz estao representadas na figura 13.

A interacdo entre TR e DN ndo foi significativa em nenhum dos
parametros de contratilidade de células do VE analisados. Além disso, o fator
DN nao afetou as variaveis em questao.

Na amplitude de contracéo (figura 13-A), o TR aumentou esta variavel nas
frequéncias de 3 Hz (p = 0,04; n?=0,15; F =4,5) e 5 Hz (p = 0,005; n? = 0,27; F
= 9,4), com grande TE em ambos os estimulos. Nas multiplas comparagdes na
frequéncia de 3 Hz, o grupo C-T aumentou a amplitude de contracao celular em
35% comparado ao grupo C (p < 0,05). No estimulo de 5 Hz, o grupo N-T
aumentou este parametro em 38% (p < 0,05) em relagao ao seu analogo nao-
treinado.

Em relacdo ao tempo para o pico de contracao (figura 13-B), os fatores
TR e DN ndo apresentaram interacdo, tampouco suscitaram alteragdes
significativas quando analisados individualmente. Nas multiplas comparagoes, a
frequéncia de 1 Hz, o grupo N-T mostrou menor média comparada ao grupo N
(p = 0,04). Nas demais frequéncias de estimulo, ndo foram observadas
diferencas significativas em relagdo aos efeitos, bem como nas multiplas
comparagoes intergrupos.

Na velocidade de contragao celular (figura 13-C), o fator TR aumentou
esta variavel e apresentou grande TE nas frequéncias de 1 (p < 0,01; n? = 0,26;
F=8,3),3(p=0,01,n2=0,22;F=7,2)e5Hz(p<0,01;n?>=0,26; F =8,4). Nas
multiplas comparagdes das frequéncias de 1 e 3 Hz, o grupo C-T exibiu as
maiores meédias de velocidade de contragao, sendo significativamente maior que
o grupo C (p £ 0,05). Aos 5 Hz, por sua vez, o grupo N-T apresentou a maior
média, sendo significativamente maior que o grupo N (p < 0,05).

No tocante ao tempo para 50% do relaxamento celular (figura 13-D), o
fator TR reduziu as médias dos animais treinados na frequéncia de estimulacao

de 1 Hz (p = 0,03; n? =0,19; F = 5,6), com grande TE. Nas demais frequéncias,
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nao foram observados efeitos significativos do TR, tampouco do DN. Nas
multiplas comparacgdes, a 1 Hz, o grupo N-T apresentou a menor meédia neste
padréo de estimulo, diferenciando-se significativamente do grupo N (p = 0,04).
Na velocidade de relaxamento celular (figura 13-E), o fator TR aumentou
esta variavel com grande TE nas frequéncias de 1 (p <0,01; n>=0,19; F = 10,6),
3(p<0,01;n?=0,28;F=10,4)e 5 (p <0,01; n?=0,30; F = 11) Hz. Nas mdltiplas
comparagdes nestas trés frequéncias de estimulo, o grupo N-T apresentou os
maiores valores de velocidade de relaxamento celular, diferenciando-se
significativamente do grupo N (p < 0,05). Aos 3 e 5 Hz, o grupo C-T apresentou

maiores médias comparado com o grupo C (p < 0,05).
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Figura 13. Efeitos do treinamento fisico resistido e do decanoato de nandrolona sobre
parametros de contratilidade de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo do coragéo de ratos

Wistar, estimulados eletricamente nas frequéncias de 1, 3, 5e 7 Hz.
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Legenda: (A) Amplitude de contracao celular, em % do comprimento celular de repouso (% CCR);
(B) Tempo para o pico de contragdo, em milissegundos (ms); (C) Velocidade de contragédo, em
micrometros por segundo (um/s); (D) Tempo para 50% do relaxamento celular, em
milissegundos; (E) Velocidade de relaxamento, em micrdmetros por segundo. Valores
apresentados como média + erro padrdo da média de 6 a 10 células por animal (n = 6 a 8 animais
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por grupo). Grupos: C, controle nao-treinado; C-T, Controle treinado; N, decanoato de
nandrolona ndo-treinado; N-T, decanoato de nandrolona treinado. 2 p < 0,05, C vs. C-T; b p <
0,05, Cvs. N; ¢ p <0,05, N vs. N-T; 9 p 0,05, C-T vs. N-T. * p < 0,05, Fator treinamento fisico
resistido. Dados analisados por ANOVA Two-way seguido de post-hoc de Tukey, com excegao
da variavel Tempo para 50% do relaxamento celular, que foi analisado por teste de Kruskal-
Wallis, seguido do post-hoc de Dunn para verificar comparagéo entre os grupos. Fonte: dados
da pesquisa, 2025.

7.5.2. Ventriculo direito

As medidas de contratilidade celular realizadas em cardiomiocitos
isolados do VD de ratos, estimulados eletricamente nas frequéncias de 1, 3, 5 e
7 Hz estao representadas na figura 14.

Foi observado que em todos os parametros de contratilidade celular do
VD analisadas, nao houve interacao significativa entre os fatores TR e DN.

Na amplitude de contragdo (figura 14-A), o fator TR aumentou esta
variavel e apresentou grande TE nas frequéncias de estimulo de 1 (p = 0,02, n?
=0,19,F=6),3(p=0,02,n?2=0,19, F=8) e 5 Hz (p = 0,002, n? = 0,31, F =
11,5). O fator DN aumentou a amplitude de contragcédo na frequéncia de 7 Hz (p
= 0,046, n?> = 0,14, F = 4,4), com TE moderado. Nas multiplas comparagdes, o
grupo N-T apresentou meédias maiores que o grupo N nas frequéncias de 1 (p =
0,05)e 5 Hz (p =0,01). Ademais, o grupo C-T obteve maiores médias em relagéo
ao grupo C nas frequéncias de 3 (p = 0,04) e 5 (p = 0,04) Hz.

No tempo para o pico de contracao (figura 14-B), o fator TR nao alterou
de forma isolada esta variavel. O fator DN, por sua vez, reduziu o tempo para o
pico de contragdo com grande TE nas frequéncias de 1 e 3 Hz (p = 0,04, n? =
0,15, F = 5, em ambas as frequéncias). Nas multiplas comparagdes, o grupo N-
T obteve menor média em relagéo ao grupo C-T (p = 0,05) na frequéncia de 3
Hz.

Na velocidade de contragdo (figura 14-C), o fator TR aumentou esta
variavel com grande TE nas frequéncias de 1 (p =0,03; n?=0,16; F=5),3 (p =
0,03,n2=0,16,F =7) e 5 Hz (p = 0,003, n? = 0,28; F = 10). O DN, por sua vez,
aumentou esta variavel nas frequéncias mais elevadas, de 5 (p = 0,01; n? =0,23;
F=8)e7Hz(p=0,03;n?=0,16; F = 5), também apresentando grande TE. Nas
multiplas comparagdes, o grupo N-T obteve maiores médias em relagdo ao N
nas frequéncias de 1 (p = 0,04) e 5 (p = 0,02) Hz, e também se mostrou maior

que o grupo C-T aos 5 Hz (p = 0,01).
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O tempo para o relaxamento celular (figura 14-D) foi reduzido pelo TR
apenas na frequéncia de 1 Hz (p = 0,007; n? = 0,25; F = 9), com grande TE. O
fator DN, por sua vez, ndo promoveu alteragdes significativas em nenhuma
frequéncia. Nas multiplas comparagdes, na frequéncia de 1 Hz, o grupo N-T
obteve menor tempo para o relaxamento celular em relagédo ao grupo N (p =
0,05), enquanto o grupo C-T também teve menor média em relagdo ao grupo C
(p = 0,05).

No que concerne a velocidade de relaxamento celular (figura 14-E), tanto
o fator TR quanto o fator DN aumentaram esta variavel em todas as frequéncias
analisadas. O fator TR apresentou p < 0,05, n? 2 0,14 e F = 4 em todas as
frequéncias, enquanto o DN obteve p < 0,02, n? 2 0,18 e F 2 4. Nas mudltiplas
comparagdes, o grupo N-T apresentou médias significativamente maiores que
os grupos N e C-T nas frequéncias de 1 (p = 0,01, em ambos os casos), 3 (p =

0,03 e p = 0,04, respectivamente) e 5 Hz (p = 0,01 e p = 0,02, respectivamente).
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Figura 14. Efeitos do treinamento fisico resistido e do decanoato de nandrolona sobre

parametros de contratilidade de cardiomidcitos do ventriculo direito do coragéo de ratos Wistar,

estimulados eletricamente nas frequéncias de 1, 3, 5e 7 Hz.
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Legenda: (A) Amplitude de contragdo celular, em % do comprimento celular de repouso (% CCR);
(B) Tempo para o pico de contragdo, em milissegundos (ms); (C) Velocidade de contragédo, em
microbmetros por segundo (um/s); (D) Tempo para 50% do relaxamento celular, em
milissegundos; (E) Velocidade de relaxamento, em micrdmetros por segundo. Valores
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apresentados como média + erro padrdo da média de 6 a 10 células por animal (n = 6 a 8 animais
por grupo). Grupos: C, controle nao-treinado; C-T, Controle treinado; N, decanoato de
nandrolona nao-treinado; N-T, decanoato de nandrolona treinado. 2 p < 0,05, C vs. C-T; P p <
0,05, Cvs. N; ¢ p 0,05, N vs. N-T; 9 p 0,05, C-T vs. N-T. * p < 0,05, fator treinamento fisico
resistido. T p < 0,05, fator decanoato de nandrolona. Dados analisados por ANOVA Two-way
seguido de post-hoc de Tukey, com excegédo da variavel Tempo para 50% do relaxamento
celular, que foi analisado por teste de Kruskal-Wallis, seguido do post-hoc de Dunn para verificar
comparagao entre os grupos. Fonte: dados da pesquisa, 2025.

7.6. Expressao proteica

7.6.1. Ventriculo esquerdo

As expressdes das proteinas reguladoras do ciclo de calcio no VE estéao
ilustradas na figura 15. Em todas as proteinas analisadas, ndo houve interacao
significativa entre os fatores TR e DN, e a droga reduziu todas as expressoes
proteicas, com grande TE.

Na expressdo de RyR2 (figura 15-A), ambos os fatores reduziram a
expresséo proteica em questiao, com grande TE (fator TR: p = 0,012, n? = 0,28,
F = 7,6; fator DN: p < 0,001; n? = 0,75; F = 60,7). Nas mdltiplas comparacdes, o
grupo C exibiu maiores médias em relagédo aos grupos C-T (p =0,004) e N (p <
0,001), enquanto o grupo C-T apresentou resultados superiores ao grupo N-T (p
<0,001).

A expressao da FLB: (figura 15-B) foi reduzida pelo fator DN com n? = 0,45
(p < 0,001, F = 16,2). Os grupos C e C-T apresentaram maiores médias em
relagdo aos seus analogos tratados com DN (p = 0,002 e p = 0,04,
respectivamente).

A expressao da SERCA2a (figura 15-C) foi reduzida pelo fator DN com
n?= 0,32 (p = 0,006, F = 9,6). O grupo C apresentou maior média em relagdo ao
N (p = 0,02).

A expressao de NCX (figura 15-D), por sua vez, foi reduzida pelo fator DN
comn?=0,25 (p =0,02 F =6,8). O grupo C apresentou maior média em relagéo
ao N (p = 0,004).

Por fim, a relagédo FLBt/ SERCAZ2a (figura 15-E) também foi reduzida pelo
fator DN com grande TE (p < 0,001, n? = 0,46, F = 16,8). As multiplas

comparacgdes evidenciaram que os grupos C e C-T demonstraram valores
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maiores que o0s seus analogos tratados com DN (p = 0,003 em ambas as

comparagoes).

Figura 15. Efeitos do treinamento fisico resistido e do decanoato de nandrolona sobre a
expressao de proteinas reguladoras do ciclo do calcio no ventriculo esquerdo do coragao de

ratos Wistar.
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Legenda: (A) Canal receptor de rianodina do tipo 2 (RyR2); (B) Fosfolambam total (FLB+); (C)
Isoforma cardiaca da calcio-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCAZ2a); (D) Canal trocador
de sddio e calcio; (E) Relagao FLBt/ SERCAZ2a. Valores apresentados como média + erro padréo
da média, com n =6 animais por grupo. Grupos: C, controle ndo-treinado; C-T, Controle treinado;
N, decanoato de nandrolona ndo-treinado; N-T, decanoato de nandrolona treinado. 2p < 0,05 vs.
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C;bp=<0,05vs. C-T; * p < 0,05, Fator treinamento fisico resistido; T p < 0,05, fator decanoato de
nandrolona. Dados analisados por ANOVA Two-way seguido de post-hoc de Tukey. Fonte:
dados da pesquisa, 2025.

7.6.2. Ventriculo direito

As expressdes das proteinas reguladoras do ciclo de calcio no VE estéao
ilustradas na figura 16. Em todas as proteinas analisadas, ndo houve interagao
significativa entre os fatores TR e DN.

A expressao de RyR2 (figura 16-A) seguiu o mesmo padrdo do VE, de
modo que ambos os fatores reduziram sua expressao, com grande TE (fator TR:
p = 0,005, n? = 0,33, F = 9,9; fator DN: p < 0,001; n? = 0,76; F = 62,2). Nas
multiplas comparacdes, o grupo C exibiu maiores médias em relagao aos grupos
C-T (p = 0,002) e N (p < 0,001), enquanto o grupo C-T apresentou resultados
superiores ao grupo N-T (p < 0,001).

A expressao da FLB: (figura 16-B) foi reduzida pelo fator DN com grande
TE (p = 0,03, n? = 0,21, F = 5,4). Nas multiplas comparagbes, o grupo C
apresentou maior média em relagao ao grupo N (p = 0,04).

A expressao da SERCA2a (figura 16-C) foi reduzida pelo fator DN com
TE grande (p = 0,04, n>=0,19, F = 4,7). Embora o fator TR tenha apresentado
uma tendéncia a reduzir tal expressao proteica, observou-se grande TE (p =
0,07, nE = 0,16, F = 3,7). Nao houve diferencga significativa entre os grupos nas
multiplas comparacoes.

A expressdao de NCX (figura 16-D) apresentou uma tendéncia a ser
reduzida pelo fator DN, com grande TE (p = 0,09, n? = 0,14, F = 3,3). Nesta
variavel, também n&o foram observadas diferencas significativas entre os
grupos.

Por fim, a relagdo FLBt/ SERCAZ2a (figura 16-E) foi reduzida pelo fator
DN, com grande TE (p = 0,049, n?> = 0,18, F = 4,4). Nas multiplas comparagdes,
o grupo C apresentou maior média em relagdo ao grupo N (p = 0,042).
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Figura 16. Efeitos do treinamento fisico resistido e do decanoato de nandrolona sobre a
expressao de proteinas reguladoras do ciclo do calcio no ventriculo direito do coragao de

ratos Wistar.
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Legenda: (A) Canal receptor de rianodina do tipo 2 (RyR2); (B) Fosfolambam total (FLB+); (C)
Isoforma cardiaca da calcio-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a); (D) Canal trocador
de sodio e calcio; (E) Relagao FLBt/ SERCA2a. Valores apresentados como média + erro padrao
da média, com n =6 animais por grupo. Grupos: C, controle ndo-treinado; C-T, Controle treinado;
N, decanoato de nandrolona ndo-treinado; N-T, decanoato de nandrolona treinado. 2p < 0,05 vs.
C;bp=<0,05vs. C-T; * p 0,05, Fator treinamento fisico resistido; T p < 0,05, fator decanoato de
nandrolona. Dados analisados por ANOVA Two-way seguido de post-hoc de Tukey. Fonte:
dados da pesquisa, 2025.
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7.7. Balango redox

7.7.1. Ventriculo esquerdo

A expressao dos marcadores do balango redox no VE esta ilustrada na

figura 17.

Figura 17. Efeitos do treinamento fisico resistido e do decanoato de nandrolona sobre a

expressao de marcadores do balango redox no ventriculo esquerdo do coragao de ratos Wistar.
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Legenda: (A) Expresséo de superdxido dismutase (SOD); (B) Expresséao de catalase (CAT); (C)
Expressao de 6xido nitrico (NO); (D) Expressdo de malonaldeido (MDA); (E) Expressao de
proteina carbonilada (PC); (F) Nivel de poder antioxidante redutor férrico (FRAP). Valores
apresentados como média £ erro padrdo da média, com n = 6 animais por grupo. Grupos: C,
controle nado-treinado; C-T, Controle treinado; N, decanoato de nandrolona nao-treinado; N-T,
decanoato de nandrolona treinado. 2p < 0,05 vs. C; P p < 0,05 vs. C-T; * p < 0,05, Fator
treinamento fisico resistido; T p < 0,05, fator decanoato de nandrolona. Dados analisados por
ANOVA Two-way seguido de post-hoc de Tukey. Fonte: dados da pesquisa, 2025.

A expressao da SOD (figura 17-A) nao sofreu influéncia da interagao entre
TR e DN (p = 0,72), tampouco desses fatores de forma isolada, os quais
apresentaram TE pequeno (TR: p = 0,7, n>=0,001, F=0,04; DN: p=0,8, n?> =
0,03, F = 0,04). As multiplas comparagdes nao evidenciaram diferengas
intergrupos.

A expressdo da CAT (figura 17-B) n&o exibiu significancia na interacao
dos fatores em conjunto (p = 0,09), nem isoladamente (TR: p = 0,7, n? = 0,008,
F =0,16; DN: p = 0,8, n? = 0,004, F = 0,08). Também nao foram constatadas
diferencgas significantes entre os grupos.

A producao de NO (figura 17-C) ndo apresentou interagdo entre TR e DN
(p = 0,58), tampouco efeito significativo do TR (p = 0,1, n? = 0,1, F = 2,3).
Entretanto, o DN reduziu a produgéo, com grande TE (p = 0,01, n? = 0,27, F =
7,2). Ademais, o grupo N apresentou menor média em relagéo ao grupo C (p =
0,03).

A expressdo de MDA (figura 17-D) também n&o foi influenciada pela
interagdo entre TR e DN (p = 0,7), nem pelo TR isoladamente (p = 0,4, n?> = 0,03,
F =0,7). Contudo, o DN aumentou os niveis de MDA, com grande TE (p = 0,001,
n® = 0,42, F = 14,6). Nas multiplas comparagdes, os grupos N e N-T exibiram
maiores resultados quando comparados aos seus analogos controles (p = 0,01
e p = 0,03, respectivamente).

O nivel de PC (figura 17-E) apresentou interagao significativa entre TR e
DN (p = 0,03), sendo que ambos os fatores o aumentaram, com grande TE (TR:
p =0,02,n>=0,27, F =6,7; DN: p = 0,01, n? = 0,29, F = 8,2). Nas muiltiplas
comparagdes, os grupos C-T e N apresentaram maiores médias em relagdo ao
grupo C (p = 0,002 em ambas as comparagoes).

A capacidade antioxidante total, mensurada pelo FRAP (figura 17-F), ndo
apresentou interagado entre os fatores TR e DN (p = 0,3), embora o TR tenha

apresentado uma tendéncia ao aumento do FRAP, com grande TE (p = 0,07, n?
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= 0,14, F = 3,6). O DN, por sua vez, ndo promoveu efeito sobre esta variavel (p
= 0,8, n? = 0,009, F = 0,07). As multiplas comparagdes nao exibiram diferencas

intergrupos.

7.7.2. Ventriculo direito

A expressao dos marcadores do balango redox no VD esta ilustrada na

figura 18.
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Figura 18. Efeitos do treinamento fisico resistido e do decanoato de nandrolona sobre a

expressao de marcadores do balango redox no ventriculo direito do coragao de ratos Wistar.
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Legenda: (A) Expressao de superdxido dismutase (SOD); (B) Expressao de catalase (CAT);
(C) Expresséao de oxido nitrico (NO); (D) Expressédo de malonaldeido (MDA); (E) Expressao
de proteina carbonilada (PC); (F) Nivel de poder antioxidante redutor férrico (FRAP). Valores
apresentados como média * erro padrdo da média, com n = 6 animais por grupo. Grupos: C,
controle nao-treinado; C-T, Controle treinado; N, decanoato de nandrolona nio-treinado; N-
T, decanoato de nandrolona treinado. 2p < 0,05 vs. C; bp < 0,05 vs. C-T; * p < 0,05, Fator
treinamento fisico resistido; T p < 0,05, fator decanoato de nandrolona. Dados analisados por
ANOVA Two-way seguido de post-hoc de Tukey. Fonte: dados da pesquisa, 2025.
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Na expressao da SOD, (figura 18-A) ndo houve interacédo entre TR e DN
(p = 0,46), e os fatores isoladamente também n&o geraram diferencas
significativas neste indicador, embora o TR tenha exercido efeito moderado (TR:
p=012,n?>=0,13, F=2,9; DN: p = 0,7, n> = 0,008, F = 0,1). As multiplas
comparacgdes nao evidenciaram diferengas intergrupos.

Na expressao da CAT (figura 18-B), ndo houve interagao dos fatores (p =
0,99). Nao houve efeito significativo do TR sobre esta variavel (p = 0,7, n? =
0,006, F =0,1). O DN, por sua vez, reduziu a atividade da CAT, com TE grande
(p = 0,01, n?=0,29, F = 8). Nao foram constatadas diferengas entre os grupos.

A producao de NO (figura 18-C) no VD nao apresentou interagao entre
TR e DN (p = 0,2), e os fatores isoladamente também n&o promoveram efeitos
sobre esta variavel (TR: p = 0,98, n>=0, F =0,001; DN: p = 0,33, n>=0,05, F =
1). Nao houve diferengas entre os grupos.

A expressdo de MDA (figura 18-D) também nao foi influenciada pela
interagcdo entre TR e DN (p = 0,9), nem pelo TR isoladamente (p = 0,72, n? =
0,006, F =0,1). Assim como no VE, o DN aumentou a expressao de MDA no VD,
com grande TE (p = 0,02, n? = 0,26, F = 6). Nas multiplas comparagdes, nao
foram evidenciadas diferengas intergrupos.

O nivel de PC (figura 18-E) n&o evidenciou interagdo significativa entre
TR e DN (p = 0,7). O TR aumentou as médias com TE grande (p = 0,02, n? =
0,26, F = 6,8). O DN apresentou uma tendéncia a aumentar a expressao de PC,
com grande TE (p = 0,07, n? = 0,15, F = 3,6). Nas mudltiplas comparagdes, o
grupo C-T apresentou maiores valores que o C (p = 0,0049).

Por fim, o FRAP (figura 18-F), ndo apresentou interacao entre os fatores
TR e DN (p = 0,7). O TR e o DN, isoladamente, também tiveram TE pequeno
sobre esta variavel (TR: p=0,7,n?2=0,01,F=0,1;DN: p=0,5,n?=0,01, F =
0,4). As comparagdes intergrupos nao revelaram diferengas.

7.8. Associagao entre proteinas reguladoras do ciclo de Ca?* e marcadores

do balango redox

Os resultados dos testes de correlagao estao apresentados na figura 19.
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Figura 19. Testes de correlacao entre proteinas reguladoras de Ca2* e marcadores do balango
redox no coragao de ratos Wistar submetidos ou ndo ao treinamento fisico resistido e/ou
decanoato de nandrolona.

A -VE B-VD
1.0 1.0
SOD- 013 004  -003  -0.01 sOD- 023 | 058" 054" -059 l
CAT- o.08 0.21 0.20 0.12 405 CAT- o038 016  -022  -0.30 Lt 4 05
NO- 033 024 009 008 NO- 024 015 025 -0.25
10 + 10
MDA 054" -043* 035 -031 MDA- 041° o007 009 025
Pc-| 060" o028 012 016 {-05 pcd 052" 034 035 o020 B 0.5
FRAP- -003 o001 014 01 FRAP- 004 = -034 034 -041* I
T T I T -1.0 T T T T -1.0
v & @ o v oS o &
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Legenda: (A) Ventriculo esquerdo; (B) Ventriculo direito. (*), p £ 0,05; CAT, catalase; FLBy,
Fosfolambam total; FRAP, Nivel de poder antioxidante redutor férrico; MDA, malonaldeido; NCX,
canal trocador de sddio-calcio; NO, 6xido nitrico; PC, proteina carbonilada; RyR2, canais de
rianodina do tipo 2; SERCA2a, isoforma cardiaca da Calcio-ATPase do reticulo sarcoplasmatico;
SOD, superéxido dismutase. Dados analisados por correlagdo de Pearson para todas as
variaveis, com excegao das correlagdes entre SOD e demais variaveis no VD, em que foi utilizada
correlagao de Spearman. Fonte: dados da pesquisa, 2025.

No VE (figura 19-A), todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal,
sendo realizada correlagcdo de Pearson. Foram observadas correlagdes
negativas fortes entre os niveis de MDA e RyR2 (r = -0,54, p = 0,007), bem como
entre os niveis de PC e RyR2 (r = -0,6, p = 0,002). Também foi constatada
correlagao negativa moderada entre os niveis de MDA e FLB:.

No VD (figura 19-B), os niveis de SOD nao apresentaram distribuicdo
normal, sendo realizadas correlagcdes de Spearman quando esta variavel foi
envolvida. As demais associacbes utilizaram correlacdo de Pearson,
considerando a normalidade dos dados. Foram observadas correlagdes
negativas fortes entre os niveis de: PC e RyR2 (r =-0,52, p = 0,01), SOD e FLB:
(r=-0,58, p =0,004), bem como SOD e SERCAZ2a (r = -0,54, p = 0,007). Foram
também verificadas correlagdes negativas moderadas entre MDA e RyR2 (r = -

0,41, p = 0,05), além de FRAP e NCX (r = -0,41, p = 0,04).

7.9. Sintese grafica dos principais achados
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A figura 20 apresenta um resumo grafico dos efeitos observados na

associacao entre TR e DN nos ventriculos cardiacos.

Figura 20. Efeitos da associagao entre treinamento fisico resistido e decanoato

de nandrolona sobre o coracéo.

VE VD

Peso P
Hipertrofia T_ eso
. _ , , Hipertrofia
CORAGAO Cavidade interna ) )
o | Cavidade interna
% Ejecao

| Funcao sistolica
. % Encurtamento

CARDIOMIOCITOS | Contratilidade | Contratilidade
‘ . RyR2
PROTEINAS - RyR2
| FLBt LRy
BALANGO REDOX | MDA | MDA

Legenda: DN, decanoato de nandrolona; FLBt, fosfolambam total; MDA, malonaldeido; RyR2,
canais receptores de rianodina do tipo 2; TR, treinamento fisico resistido; VD, ventriculo direito;
VE, ventriculo esquerdo. Fonte: Dados da pesquisa, 2025.
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8. DISCUSSAO

A presente tese teve por objetivo avaliar os efeitos do TR associado ao
DN sobre a morfofisiologia cardiaca, propriedades moleculares, mecanicas e
balango redox em cardiomidcitos isolados de ratos Wistar. Faz-se importante
salientar que se trata de um estudo pioneiro, posto que a avaliagdo do
comportamento de tais células isoladas no contexto da utilizagdo de
anabolizantes combinada a um protocolo de TR permanece enquanto lacuna na
literatura cientifica.

Os resultados indicaram que a interacéo entre o TR e o DN aumentou o
peso e o indice de hipertrofia do VE, o didametro interno do VD na diastole, a
espessura do septo interventricular e a expressao de PC no VE.

Ao analisar os fatores de forma isolada, foi observado que o fator DN nao
afetou parametros de contratilidade de células do VE. Todavia, no VD, aumentou
a amplitude e a velocidade de contracdo de midcitos nas frequéncias mais altas
de estimulo, além de ter incrementado a velocidade de relaxamento e reduzido
o tempo para o pico de contracédo celular. Em ambos os ventriculos, a droga
inibiu a expressao de todas as proteinas reguladoras do ciclo do Ca?* analisadas
e aumentou a expressao de MDA e PC. Além disso, a droga em questédo
aumentou a largura e volume celular de cardiomiocitos do VE; aumentou o peso
do coragao, bem como do VE e do VD isoladamente. Por fim, o DN tendeu a
inibir o ganho de peso e o desempenho fisico dos animais ao longo do
experimento.

O protocolo de exercicio resistido, por sua vez, promoveu otimizagdes na
funcao contratil de células do VE e do VD, resultando, em ambas as cavidades,
em: aumento da amplitude e velocidade de contracéo; reducao do tempo para o
relaxamento e aumento da velocidade de relaxamento. Em ambos os
ventriculos, inibiu a expressao de RyR2 e aumentou a expressao de PC. Assim
como o DN, o treinamento fisico também promoveu incrementos no peso do
coragao, do VE e do VD, gerando também aumento do desempenho fisico nos
grupos treinados.

O estudo mostrou, ainda, que elevados niveis de MDA e PC nos

ventriculos cardiacos estdo associados a inibicao da expressdo de RyR2. Além
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disso, 0 aumento da atividade da defesa antioxidante promovida pela SOD esta

associado a redugao da expressao de FLBte SERCA2a no VD.

8.1. Peso dos animais e desempenho fisico

Os animais dos grupos C-T, N e N-T tiveram ganhos significativos de peso
corporal. Contudo, a analise de fatores evidenciou que o DN inibiu tal incremento,
com grande TE. Ao comparar os grupos experimentais, o N-T obteve a menor
média de peso corporal ao final do experimento, diferindo significativamente do
grupo N.

Em estudos prévios, as respostas ponderais frente ao tratamento com
EAAs nao apresentam um padrdo, uma vez que foram documentados
manutengao (Gongalves et al.,, 2014; Pereira-Junior et al., 2006), reducao
(Franquni et al., 2013; Soares et al., 2011) e ganho de peso corporal (Bissoli et
al., 2009).

A inibicdo do ganho de peso corporal observado em nossos dados pode
estar relacionada a diversos fatores. O primeiro deles € que o DN associado ao
treinamento fisico pode aumentar a expressao de catecolaminas, sendo que tais
alteragcbes neuro-humorais culminam em diminuicdo do apetite e, por
conseguinte, resultam em menores ganhos ponderais (Woodiwiss et al., 2000).

Outra possivel explicacdo é que o tratamento com a droga em questao
pode gerar um aumento na lipdlise do tecido adiposo dos animais. Todavia, esta
hipbtese inspira cautela, posto que, enquanto alguns investigadores observaram
reducdo da gordura intra-abdominal de ratos sedentarios tratados com DN
(Hassan; Kamal et al., 2013), outros nao identificaram redugdo da gordura
peritoneal de animais também submetidos a administracdo da droga (Pereira-
Junior et al., 2006).

Salienta-se também que, embora o fator DN tenha sido apontado
enquanto fator inibitério ao ganho ponderal, as multiplas comparag¢des
intergrupos nao evidenciaram diferenga no peso corporal final entre os grupos C
versus N, enquanto os grupos C-T e N-T diferenciaram-se significativamente.
Este dado, somada a tendéncia estatistica de interagao entre os tratamentos TR
e DN, sugere que, associados, estes fatores podem ter potencializado a inibigéo

de ganho de peso corporal dos animais deste estudo.
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No tocante ao desempenho fisico dos animais, a interagdo entre as
intervengcdes nao foi significativa. Todavia, constatou-se que, enquanto o
protocolo de TR, isoladamente, aumentou o desempenho fisico dos animais
treinados com um TE grande, o fator DN apresentou uma tendéncia a inibir o
ganho de desempenho, com um TE médio.

Estes achados indicam que o protocolo de treinamento utilizado foi eficaz
para o desenvolvimento de adaptagdes fisioldgicas ao treinamento resistido, a
comecgar pela melhora no desempenho dos animais no teste de PMC. Essa
resposta pode ser atribuida a adaptagdes neurais promovidas pelo treinamento,
tais como maior recrutamento de unidades motoras e sincronizagdo motora mais
eficiente, que sdo mudancgas fisiologicas esperadas nas fases iniciais do
treinamento de forga. Essas adaptagdes podem ocorrer independentemente de
alteragdes morfolégicas musculares, explicando o aumento da forga relativa
mesmo na auséncia de hipertrofia (Aagaard et al., 2002).

No que concerne a tendéncia ao prejuizo do desempenho fisico dos
animais provocado pelo DN, esta possivelmente se relaciona as disfung¢des
cardiacas provocadas pela dosagem utilizada em nosso estudo, as quais serao
melhor pormenorizadas adiante.

O resultado do desempenho fisico dos animais da presente pesquisa
distingue-se de estudos prévios envolvendo DN e TR, os quais reportaram que
a combinagao de tratamentos promoveu ganhos de performance anaerébica em
modelos de treinamento resistido com saltos em ambiente aquatico, cujos
protocolos tiveram duragao de quatro a seis semanas (Dantas et al., 2021; Lima
et al., 2015; Nascimento et al., 2016). A partir desta comparacao, faz-se
necessario atentar-se para uma diferenca metodolégica em comparagdo com o
presente estudo: a dosagem total acumulada de DN nos animais dos artigos
anteriormente mencionados variou de 60 a 80 mg/kg em cada rato, sendo
aplicada ao longo de quatro a seis semanas, ao passo que esta investigacao
aplicou uma dosagem total acumulada de 160 mg/kg de DN, distribuida em
doses semanais de 20 mg/kg, durante oito semanas.

A partir disso, € sabido que, quanto maior a dose acumulada de DN no
organismo, maior a chance de ocorréncia de disfungbes ndo apenas no sistema
cardiovascular — tal como hipertréfica cardiaca patoldgica, arritmias, diminuicao

da fragao de ejecao e da complacéncia ventricular e surgimento de hipertensao
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arterial -, mas também danos a funcdo renal e hepatotoxicidade, os quais,
somados, podem culminar em prejuizos ao desempenho fisico (Bond et al.,
2022).

A maioria dos estudos prévios se deteve a investigar os efeitos da
administracdo de 10 mg/kg de DN ao longo de quatro a seis semanas, que
corresponde a uma dosagem frequentemente utilizada por atletas em processo
de dopagem (600 mg/semana, ou aproximadamente 8 mg/kg/semana) (Norton
et al., 2000; Pope; Katz, 1988). Mesmo quando utilizada em curtos periodos,
essa faixa ja se mostrou suficiente para promover ganhos de performance
anaerobica, bem como elicitar disfungbes cardiacas, a exemplo de arritmias,
cardiomiopatias e hipertrofia cardiaca patolégica (Dantas et al., 2021; Lima et al.,
2015; Nascimento et al., 2016).

A escolha pela dose semanal de 20 mg/kg ao longo de 8 semanas se
deve ao atual contexto do uso abusivo de DN, em que muitos individuos, na
busca por um crescimento ainda mais acelerado de performance e massa
muscular, optam por doses similares ou maiores, ao longo de ciclos que variam
de 6 a 12 semanas, e que se repetem ao longo dos anos (Patané et al., 2020;
Sretenovic et al., 2016). Nessa perspectiva, a dose proposta suscitou alteragdes
morfofuncionais cardiacas ainda mais pronunciadas, e que podem ter
prejudicado o desempenho fisico dos animais do grupo N-T, quando

comparados ao grupo C-T.

8.2. Alteragoes morfofuncionais cardiacas

A interacdo entre o TR e o DN tendeu a aumentar o peso do coracgao,
apresentando grande magnitude de efeito. Essa interagdo aumentou o peso € o
indice de hipertrofia do VE, também com grande TE, mas néo foi significativa no
peso do VD e na hipertrofia desta cavidade.

Quando os fatores TR e DN foram analisados de forma individual, foi
constatado que eles aumentaram o peso do coracido, de seus ventriculos e
respectivos indices de hipertrofia ventricular, com grande magnitude de efeito.
Este resultado pdde ser reforgado nas multiplas comparacoes, ao ser verificado
que os grupos C-T e N apresentaram médias maiores que o grupo C em relagéo

aos aspectos de peso e indice de hipertrofia cardiaco.
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Esses resultados estdo dentro do esperado em relacdo a estudos
pregressos, uma vez que € bem estabelecido na literatura que o TR pode
provocar hipertrofia cardiaca, sendo esta um mecanismo fisiolégico e
compensatorio a sobrecarga pressorica a ser suplantada pelo coragado. Tais
alteragbes mecanicas ativam a cascata de sinalizagdo de hipertrofia
Fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) / proteina quinase B (AKT) / alvo da
rampamicina (MTOR) (Melo et al., 2011), resultando em estimulo a biossintese
ribossomal e traducdo de proteinas, que culminam em um quadro hipertréfico
que nao é acompanhado por depdsito de colageno tecidual, tampouco por perda
de funcado cardiaca (Kenney; Wilmore; Costill, 2013). Em nosso estudo, os
animais submetidos somente ao TR apresentaram aumento do peso do coracao
e do indice de hipertrofia cardiaca, sem qualquer prejuizo funcional.

A utilizagao de EAAs e sua relacdo com a hipertrofia cardiaca, por sua
vez, também ja € bem estabelecida na literatura. Os resultados obtidos no
presente estudo corroboram os achados de Stolt e colaboradores (1999), que
reportaram hipertrofia ventricular esquerda em praticantes de exercicios
resistidos que também eram usuarios de altas doses de EAA. Além disso, um
estudo conduzido por Tanno et al. (2011) também evidenciou que o TR de alta
intensidade, quando associado a administracdo de nandrolona, promove
hipertrofia cardiaca concéntrica. Até mesmo a utilizagdo de outros modelos de
exercicio, como exercicios aerobicos com natagao e corrida, pode potencializar
a hipertrofia cardiaca promovida pelo DN (Abdollahi et al., 2016; Baravati et al.,
2015; Binayi et al., 2016).

Sabe-se que o efeito hipertréfico do DN no tecido cardiaco esta ligado a
dois principais mecanismos: genémico e nao-gendmico. O primeiro deles — ja
classicamente estabelecido na literatura - versa que, quando o esteroide
anabolizante se liga ao receptor androgénico, o complexo horménio-receptor se
liga ao DNA celular. Esta interac&o resulta no recrutamento de coativadores da
expressao de genes para regulagao da transcrigao e sintese proteica, o que, por
conseguinte, se traduz em respostas anabdlicas (Shahidi, 2001).

O segundo mecanismo, por sua vez, ainda nao esta completamente
elucidado na literatura. Acredita-se que a testosterona e seus derivados também
ativam a via de sinalizacdo mTOR em cardiomidcitos pela fosforilagdo da Akt, tal

como ocorre no treinamento fisico (Proud, 2004). Entretanto, outros mecanismos
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também foram descritos. A exemplo disto, observa-se que a resposta celular do
esteroide anabolizante € mediada pelo aumento do calcio intracelular provocado
pela interacédo entre o EAA, o receptor androgénico e os canais de calcio tipo L.
Estes, ao serem ativados pela agdo da droga, favorecem o aumento da
concentragdo de Ca?* intracelular. Essa resposta i6nica, por sua vez, promove
um aumento de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), que, por fim, ativa a via de
sinalizacdo mTOR (Altamirano et al., 2009). Além disso, tanto os EAAs quanto o
treinamento fisico exercem efeito sinérgico sobre a ativagdo da via mTOR pelo
aumento da fosforilagdo das quinases reguladas por sinais extracelulares 1/2
(ERK1/2) (Altamirano et al., 2009; Chodari et al., 2016).

Estes mecanismos descritos estdo, todavia, fortemente associados a
hipertrofia fisiolégica do coragao. Por outro lado, 0 aumento da concentragao de
Ca?*intracelular nos midcitos cardiacos também induz ao aumento da produgéo
de calcineurina, um hormdnio peptidico que é um importante marcador
bioquimico em cardiomiopatias hipertroficas secundarias ao aumento da pos-
carga cardiaca, ou a defeitos internos no midcito (Mill et al., 2004 ), e que também
esta relacionado ao aumento da expressao de genes pro-fibréticos, resultando
em maior deposigdo de colageno e remodelamento adverso do miocardio
(Wilkins et al., 2004). Este mecanismo necessita de maior aprofundamento,
posto que ha uma escassez de estudos que o associem a utilizacdo de
esteroides anabolizantes combinada ao TR.

Apesar da mencgao individualizada das vias que estdo relacionadas a
hipertrofia cardiaca observada nos achados em questdo, faz-se necessario
salientar que o impacto da associagcao entre o DN e o TR sobre as alteracbes
morfofuncionais cardiacas €, na verdade, o resultado da convergéncia entre as
vias gendmicas e nao-genbmicas anteriormente mencionadas. Quando
integradas, seus efeitos podem se comportar de forma sinérgica, resultando em
ampla variabilidade de resultados, a depender das variaveis envolvidas na
administracao da droga e na esquematizagdo do protocolo de treinamento
(Schwartz et al., 2016).

Em nossos achados, verificou-se que a utilizagao do DN associada ao TR
promoveu hipertrofia ventricular. Todavia, no grupo N-T, a combinagdo dos
tratamentos nao fez com que o peso ventricular e o indice de hipertrofia do VE

grupo N-T fosse superior aos grupos N e C-T, ao passo que, no VD, o grupo N-
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T ja mostrou esses parametros superiores aos grupos que tiveram os
tratamentos de forma isolada.

Sob a perspectiva celular, foi observado que apenas os midcitos do VE
exibiram alteragdes em sua morfologia. Nestes, foi constatado que o DN
aumentou a largura e volume celular, nas quais o grupo N-T exibiu maiores
médias que o grupo C-T. Além disso, o DN reduziu a razao comprimento / largura
celular nestas células, reforcando a ocorréncia de uma hipertrofia de carater
concéntrico (Dantas et al., 2021; Nascimento et al., 2016). No VD, por sua vez,
nao foram observadas quaisquer diferencgas significativas.

Uma possivel explicagédo para as diferengas encontradas nas adaptagdes
morfolégicas e celulares entre VE e VD decorre das proprias distingdes
funcionais entre as camaras. Durante a pratica de TR, a sobrecarga pressorica
sistémica se eleva, de modo que o VE necessita suplantar pressdes ainda
maiores para assegurar o funcionamento do sistema cardiovascular. Esse
estimulo ativa as repostas hipertréficas anteriormente mencionadas, sobretudo
de hipertrofia concéntrica — caracterizada pelo aumento da largura e volume
celular - que podem ser potencializadas pela utilizacdo do DN (Dantas et al.,
2021; Nascimento et al., 2016; Carneiro-Junior et al., 2013).

Ja no VD, uma possivel explicagao para o aumento de seu peso e indice
de hipertrofia sem qualquer alteragéo significativa na morfologia dos miécitos &
o0 aumento da deposicao de colageno na matriz extracelular e aumento da fibrose
tecidual, que gera aumento do peso sem necessariamente alterar a morfologia
celular. No VD, esse processo de remodelamento da matriz extracelular como
resultado da combinagao entre exercicio fisico e EAAs pode ficar mais evidente
que o VE em alguns casos, considerando que o efeito anabdlico do DN é
dependente do estimulo mecanico para a sintese proteica dos midcitos, o qual
tende a ser menor no VD, comparado ao VE. Neste cenario, os EAAs
desenvolvem suas agdes sobre a matriz extracelular ventricular, mas sem gerar
efeitos anabdlicos consideraveis (Fadah et al., 2023).

Na analise ecocardiografica, a interacdo entre o TR e o DN potencializou
o0 aumento da dimens&o do VD na diastole, bem como na espessura do septo
interventricular. Ao avaliar os grupos individualmente, verificou-se que o N-T foi
0 unico grupo do experimento a apresentar alteragées ecocardiograficas — mais

especificamente, dilatacdo do VD na diastole, dilatacdo do VE na sistole e
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aumento da espessura do septo interventricular na diastole, sendo todos maiores
em relagao ao grupo N.

Ademais, foram constatados prejuizos funcionais somente no grupo N-T,
como reducao da TAPSE e das fragdes de ejecao e de encurtamento, todos em
relacdo ao grupo N. Estes declinios da fungdo cardiaca podem, ainda, ter
justificado o menor desempenho fisico dos animais do grupo N-T. Esses achados
caracteristicamente patologicos, portanto, corroboram a teoria de que os efeitos
dos esteroides anabolizantes na morfologia cardiaca sdo mais pronunciados
quando sua utilizagcao ocorre de forma combinada ao treinamento fisico (Hassan;
Kamal, 2013).

As alteragdes ecocardiograficas apontam para o desenvolvimento de um
possivel quadro inicial de cardiomiopatia dilatada, posto que gerou dilatagcao
biventricular com prejuizo da fragdo de ejegcao (Ribeiro et al., 2022). Em
ambientes clinicos, tem sido observado um aumento de pacientes que
apresentam quadros de cardiomiopatia dilatada subsequente ao uso abusivo de
EAAs. Contudo, os mecanismos fisiopatolégicos que justificam estas ocorréncias
ainda permanecem obscuros (Bhattad; Roumia, 2022; Milevski et al., 2022). Uma
possivel explicagdo para este achado € que, embora o DN e o TR sejam
estimulos hipertroficos para o coragdo (Nascimento et al., 2016), doses muito
elevadas de testosterona atuam como agente pro-inflamatério, podendo ativar
genes que resultam em inflamagdo miocardica e necrose, induzindo ao
desenvolvimento de quadros de miocardite, que se configuram como uma das
causas de dilatagdo biventricular com prejuizo funcional (Sobreira-Filho et al.,
2018). Todavia, a verificacdo desta hipotese necessita de andlises mais
aprofundadas, sobretudo acerca das vias de hipertrofia cardiaca patologica

possivelmente associadas a estes achados.

8.3. Contratilidade de cardiomidcitos isolados e expressao de proteinas

reguladoras do ciclo de Ca?*

De maneira geral, nossos achados apontam que tanto o TR quanto a
aplicagao de 20 mg/kg/semana de DN durante 8 semanas otimizaram a fungao
contratil dos cardiomidcitos de ratos Wistar, embora nao tenha sido detectada

interacao significativa entre esses fatores em nenhum dos ventriculos.
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A despeito do iminente prejuizo a fungao cardiaca constatado pelos dados
ecocardiograficos, as células parecem ter adotado um comportamento
compensatorio a disfungdo cardiaca, sugerindo que as alteragbes funcionais
podem estar atreladas ao remodelamento da matriz extracelular. Esta hipbtese
é reforgada por estudos que indicam que o DN aumenta a deposigao de colageno
na matriz extracelular e promove aumento das citocinas pré-inflamatérias no
coragao (Franquni et al., 2013). Além disso, a dilatagédo biventricular associada
ao prejuizo sistélico observado no grupo N-T pode fazer com que as células
cardiacas estejam exibindo otimizacbes em seus parametros de contratilidade,
na busca pela manutengcdo da homeostasia do funcionamento cardiaco,
sobretudo da sistole (Mill et al., 2004).

Na comparagao entre o efeito dos tratamentos administrados em ambos
os ventriculos, percebe-se que o TR otimizou os parametros contrateis celulares
tanto no VE, quanto no VD. Todavia, somente no VD o esteroide anabolizante
administrado exerceu efeito significativo, otimizando todos os paréametros
analisados, com excecao do tempo para 50% do relaxamento. Uma possivel
explicacdo é que o exercicio fisico resistido gera uma sobrecarga pressorica
sistémica que aumenta, principalmente, a pés-carga do VE (Green et al., 2024).
Assim sendo, o efeito do treinamento foi preponderante sobre o VE, podendo ter
mitigado o impacto da droga isoladamente. J4 no VD, o treinamento também
influenciou a melhoria dos parametros contrateis, mas o fator DN se mostrou
mais evidente.

No VE, o TR otimizou todos os parametros de contratilidade celular
analisados, nas frequéncias de estimulo 1, 3 e 5 Hz, ao passo que o DN nao
pareceu afeta-los. Salienta-se, contudo, que as multiplas comparacgdes
intergrupos apontaram que as diferengas foram, quase que em sua totalidade,
entre os grupos submetidos a administragdo do esteroide anabolizante, ou seja,
grupos N-T versus N. Sendo assim, o grupo N-T apresentou consideravel
melhora da amplitude e velocidade de contracdo, do tempo para o pico de
contragcao, da velocidade de relaxamento além de reducédo no tempo para 50%
do relaxamento. O treinamento fisico analisado de forma isolada pelos
resultados apresentados pelo grupo C-T, por sua vez, ndo melhorou parametros

de tempo para o pico de contracéo, tempo para 50% do relaxamento, tampouco
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velocidade de relaxamento nas células do VE, mas foi efetivo para melhora da
amplitude e velocidade de contragdo das mesmas.

Do ponto de vista molecular, o DN reduziu a expressdo de RyR2,
SERCAZ2a, NCX, FLBte da razdo FLB:/ SERCA2a no VE, com grandes TEs.
Contudo, a analise intergrupos revelou que, na associagdo entre DN e TR,
apenas os niveis de RyR2 e FLBt foram inibidos.

Nessa perspectiva, o grupo N-T apresentou menor expressao de RyR2
em comparagéo ao grupo C-T. Essa redugao poderia comprometer a amplitude
de contragao, o tempo para o pico e a velocidade de contragao, ja que o RyR2 é
a principal via de liberacédo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico para o citoplasma
ap6s a despolarizagdo da membrana (Bers, 2001). Contudo, a auséncia de
disfungdo contratii nesses animais sugere a atuagdo de mecanismos
compensatoérios, como o aumento da sensibilidade da troponina C ao Ca?*.
Evidéncias indicam que o TR promove alteracdes fosforilativas no complexo
troponina, favorecendo a exposicdo do sitio de ligacdo actina-miosina e
acelerando a cinética contratil, especialmente sob sobrecarga fisioldgica. Essa
adaptacao é particularmente benéfica diante da disfungdo de proteinas
reguladoras do calcio, como o RyR2, e pode ter contribuido para a preservacao
da forga contratil nos animais tratados com DN (Layland; Solaro; Shah, 2005).

Apesar dos evidentes efeitos benéficos do TR sobre a contratilidade, este
fator também reduziu a expressdao de RyR2 em ambos os ventriculos. Uma
possivel hipétese é que o protocolo de exercicio aplicado elevou o estresse
oxidativo nas células, corroborado pelo aumento dos niveis de PC. O excesso
de EROs, por sua vez, promove modificacbes oxidativas no RyR2, como
oxidagao de grupos sulfidrila e nitrosilagdo, o que prejudica sua estabilidade
funcional e ativa mecanismos de regulagdo negativa da sua expressédo génica
(Heijman et al., 2014; Bellinger et al., 2009).

Por outro lado, o grupo N-T também apresentou menor expressao de FLBt
comparado ao C-T. A diminuicdo desta expressao proteica aumenta a
sensibilidade da SERCA2a ao Ca?*, uma vez que a FLB é o inibidor primario da
SERCA2a (MacLennan; Kranias, 2003; Bers, 2002). Apesar do DN também ter
inibido a expressao da SERCA2a, a razdo FLBt:/ SERCA2a também foi reduzida,
demonstrando que, proporcionalmente, a diminuicdo da FLBt foi mais

substancial. Sendo assim, a redugao da FLBt, somada a diminuicdo da razao
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FLBt/ SERCA2a, podem ter favorecido a recaptagédo mais rapida do Ca?* para o
interior do reticulo sarcoplasmatico. Além disso, a recaptagao mais eficiente do
Ca?* aumenta a disponibilidade deste ion para o proximo ciclo contratil,
otimizando a amplitude, velocidade e tempo de contracdo (MacLennan; Kranias,
2003; Bers, 2001). Este mecanismo, portanto, parece ser compensatorio diante
da regulacao negativa do RyR2.

No VD, o TR também se mostrou determinante para a melhora de todos
os aspectos de contratilidade analisados, com excec¢ao do tempo para o pico de
contragao celular. Ainda neste ventriculo, foi constatado também que o DN
pareceu exercer maior impacto na otimizacado de todos os parametros, com
excegao do tempo para o relaxamento do cardiomidécito, visualizado através da
analise de fatores. Ademais, nas frequéncias mais altas de estimulo, o DN
aumentou a amplitude e a velocidade de contracdo celular. Na comparacéo
intergrupos, a associagao entre TR e DN fez com que o grupo N-T apresentasse
todos os parametros de contratilidade melhores que os apresentados pelo grupo
N, com excecdao do tempo para o pico de contracdo. Além disso, o N-T
apresentou melhores valores de tempo para o pico de contragao e velocidades
de contracao e de relaxamento em relacdo ao C-T, sendo que todos esses
achados se restringiram as frequéncias de 1 a 5 Hz de estimulo.

Assim como no VE, as proteinas reguladoras do Ca?* analisadas no VD
também tiveram as expressdes inibidas pelo DN, com TE grande. O NCX,
particularmente, apresentou apenas uma tendéncia estatistica a redugao pelo
DN. Contudo, o TE também se mostrou grande, indicando que o efeito da droga
parece, de fato, inibir a expressédo proteica. Nas comparagdes intergrupos, a
unica diferenga observada foi na expressdo de RyR2, em que o N-T apresentou
menores niveis comparados ao C-T. Tal como no VE, acredita-se que a melhora
dos aspectos contrateis dos miocitos do VD possa estar relacionada
principalmente a inibicdo da FLBte reducdo da razdo FLBt/ SERCAZ2a, somado
a outros mecanismos fisiolégicos compensatorios (MacLennan; Kranias, 2003;
Bers, 2001), conforme ja anteriormente descrito.

Ao confrontarmos nossos dados com estudos pregressos no que
concerne ao TR, verificamos que nossos sao divergentes em partes. Outros
autores apontam que o TR otimiza as propriedades mecanicas dos

cardiomidcitos por gerar aumento da expressdao da SERCA2a e de FLBinr17,
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reduzir a expressado de FLBtotal (Nascimento et al., 2016), além de aumentar a
amplitude e velocidade até o pico do transiente de calcio intracelular, o que se
reflete no aumento da amplitude e velocidade de contracdo de cardiomiocitos
(Guoxiang et al., 2005; Melo et al., 2015a; Melo et al., 2020). Em nossos
resultados, o TR também melhorou os parametros de contratilidade, mas nao
evocou alteragbes otimizadoras as proteinas reguladoras do Ca?*, sugerindo que
a melhora pode ter ocorrido por mecanismos que nao foram investigados na
presente pesquisa.

Ja o efeito dos EAAs sobre os cardiomidcitos, por sua vez, € dependente
da dose administrada, duragao do tratamento e, por conseguinte, da dose total
acumulada no organismo. Um estudo conduzido por Wadthaisong e
colaboradores (2019) identificou que, ao aplicar 30 mg/kg/semana de
testosterona em ratos, as propriedades contrateis dos midcitos cardiacos
isolados, analisadas de forma similar ao método aplicado no presente estudo,
foram significativamente otimizadas. No entanto, a administragdo durante 12
semanas provocou queda e disfungao celular, evidenciando um efeito téxico do
horménio.

Ao calcular a dosagem total acumulada de EAA nos animais de nosso
estudo com o anteriormente mencionado (160 mg/kg de DN ao longo de 8
semanas, versus 120 mg/kg de testosterona ao longo de 4 semanas), percebe-
se similaridade em relacdo ao comportamento mecanico dos cardiomidcitos
isolados: em ambas as investigacoes, o EAA exerceu efeito positivo sobre a
contratilidade celular (Wadthaisong et al., 2019). Na presente investigacéao,
ainda, o efeito da droga pareceu ser sinérgico ao do treinamento, potencializando
ainda mais a funcao contratil.

De forma contraria, um estudo conduzido por Seara e colaboradores
(2019) identificou que a exposigao de ratos a 10 mg/kg/semana de DN durante
oito semanas — resultando em metade da dose total acumulada de DN dos
animais do presente estudo —, sem treinamento fisico associado, provocou
disfungdes nas respostas contrateis e no mecanismo de acoplamento excitagao-
contragao, avaliados por técnica de patch-clamp. Tais declinios funcionais foram
relacionados a reducédo da atividade de recaptacdo e extrusdo do Ca?* no
reticulo sarcoplasmatico. Apesar desses achados, ndo foram observadas

diferengas significativas nos indices de hipertrofia cardiaca, tampouco na
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expressédo da SERCA2a, do RyR2, e dos canais de Ca?* do tipo L. No presente
estudo, os animais nao-treinados submetidos a administragcao do dobro da dose
de DN né&o apresentaram disfun¢des contrateis, e o DN reduziu a expressao de
todas as proteinas reguladoras do Ca?* analisadas.

A associagao do DN com o TR durante 4 semanas em ratas, no estudo
de Nascimento et al. (2016), gerou aumento da contratiidade do VE,
corroborando os achados aqui apresentados. Contudo, a combinacdo de
tratamentos nao resultou em diferencas na expressao da SERCAZ2a, nem da
FLB. Além disso, as ratas treinadas em que foi administrado o DN apresentaram
reducao na expressdo de NCX e de FLBir17/FLBt em relagdo ao grupo controle
analogo.

Os EAAs, isoladamente, podem impulsionar a melhora da contratilidade
de cardiomidcitos através da estimulagao simpatica induzida pela testosterona e
consequente aumento do influxo de Ca? no reticulo sarcoplasmatico
(Nascimento et al., 2016), pela maior ativagdo dos canais de Ca?* do tipo L
(Altamirano et al., 2009) e pela fosforilagdo da troponina | (Wadthaisong et al.,
2019).

Outros estudos também evidenciam a hipotese do remodelamento
elétrico de cardiomiécitos provocada pelo DN. A administracdo de 10
mg/kg/semana ao longo de 8 semanas em ratos promoveu o aumento da
duracao do potencial de acédo e a reducédo da densidade da corrente transiente
de saida de potassio em células isoladas do VE (Medei et al., 2010). Em
conjunto, essas alteragdes eletrofisioldgicas prolongam a fase de platé do
potencial de acao, permitindo maior tempo de abertura dos canais de Ca?*" do
tipo L e, consequentemente, maior influxo de Ca?* para o interior da célula
durante a sistole (Altamirano et al., 2009; Bers, 2002). Este mecanismo pode,
em parte, explicar a melhora dos parametros contrateis observados em nosso
estudo, mesmo diante da redugdo da expressdo de RyR2. Embora o
prolongamento do potencial de agédo possa estar relacionado ao risco de
arritmias e disfungdes em modelos cardiacos in vivo, é possivel que, no nivel
celular e em estagio ainda compensatorio, essas alteragdes promovam
adaptacdes eletromecanicas funcionais favoraveis a contratilidade (Medei et al.,
2010). Este mecanismo, todavia, requer cautela ao ser utilizado enquanto
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hipétese para os nossos achados, uma vez que ele nao justifica a melhora dos
parametros de relaxamento celular.

Adicionalmente, a melhoria dos parametros contrateis observada em
nossos resultados pode também estar relacionada aos mecanismos
compensatorios da atividade ATPasica da miosina nos filamentos contrateis. No
curto prazo, doses suprafisioldgicas de testosterona e seus derivados podem
induzir a regulagdo positiva da expressao de alfa-miosina de cadeia pesada, a
qual apresenta maior atividade ATPasica e, por conseguinte, maior velocidade
de contracédo (Pirompol et al., 2016). Por outro lado, alguns estudos sugerem
que, frente a sobrecarga hemodinamica ou ao uso prolongado de EAAs, o
coracao pode responder com aumento da expressdo da isoforma beta da
miosina de cadeia pesada, mais lenta, porém energeticamente mais econémica,
como mecanismo adaptativo a hipertrofia e ao estresse mecanico (Alpert; Mulieri,
1982). Dessa forma, é plausivel que os efeitos observados nos cardiomidcitos
reflitam uma fase inicial de adaptacao funcional, anterior a transigao fenotipica
desfavoravel e a perda de desempenho contratil.

Salienta-se, todavia, que estudos envolvendo a associagao entre DN e
TR no comportamento de células isoladas do coragdo sdo escassos, 0 que
dificulta o confronto com os dados de nosso estudo. Além disto, como as
pesquisas envolvendo anabolizantes focam majoritariamente nos efeitos dos
mesmos sobre o VE, as informagbes concernentes ao VD ainda sao limitadas,
sendo, portanto, necessarias maiores investigagcdes para elucidar com robustez
as diferengas encontradas nos parametros contrateis entre os ventriculos (Fadah
et al., 2023).

8.4. Balang¢o redox

Os resultados deste estudo revelam que tanto o TR quanto o DN,
isoladamente ou em associagao, promoveram alteracdées nos indicadores de
balanco redox cardiaco, com diferentes impactos entre os ventriculos. De
maneira geral, o DN foi o principal responsavel pelo aumento dos marcadores
de dano oxidativo, enquanto o TR se restringiu a elevar o nivel de carbonilagéo
de proteinas em ambos os ventriculos, tendo também aumentado a capacidade

antioxidante total no VD.
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No VE, a administragdo de DN aumentou a expressdo de MDA e, em
interacdo com o TR, elevou os niveis de PC com grandes TEs, indicando
peroxidacao lipidica e danos oxidativos a proteinas estruturais, respectivamente
(Dalle-Donne et al., 2003; Esterbauer et al., 1991). A inducéo de estresse
oxidativo pela administragao de DN é bem documentado na literatura, dado que
a ativagao do receptor androgénico pelo DN pode induzir ao aumento do mRNA
da NADPH oxidase e ativagdo desta enzima, culminando no aumento da
producao de radicais livres (Costa et al., 2015; Frankenfeld et al., 2014; Ko et al.,
2014; Chignalia et al., 2012). Por outro lado, embora o TR geralmente promova
adaptagdes antioxidantes, a indugdo de um aumento transitério na produgao de
EROs durante o processo adaptativo pode ser observado, especialmente em
protocolos de alta intensidade (Kohler et al., 2014; Powers et al., 2011), como o
realizado no presente estudo.

Adicionalmente, ndo foram observadas alteragdes significativas na
expressao das enzimas antioxidantes endégenas SOD e CAT entre os grupos
no VE, o que indica que os mecanismos enzimaticos classicos de defesa contra
EROs nao foram eficientemente ativados. Este achado pode ser atribuido a
possivel exaustao adaptativa da resposta antioxidante frente a carga crénica de
estresse oxidativo imposta pelo DN, ou ainda a insuficiéncia do estimulo redox
transitorio do TR para induzir sua expressao de forma significativa no tempo de
protocolo utilizado (Gomes et al., 2020). Todavia, o TR apresentou,
paralelamente, tendéncia ao aumento da capacidade antioxidante total, com
grande tamanho de efeito, o que sugere possivel ativacdo de vias antioxidantes
ndo enzimaticas, como o aumento de glutationa reduzida (Powers et al., 2011).

Do ponto de vista molecular, tais alteragdes oxidativas foram
acompanhadas de uma redugao significativa nas expressdes das proteinas
RyR2, SERCA2a, NCX, FLBt e da razdo FLBt/SERCAZ2a. A correlagao negativa
forte entre os niveis de MDA e PC com a expressdo de RyR2, em ambos os
ventriculos, reforgca a hipétese de que o ambiente oxidativo pode ter gerado
alteragdes estruturais nesta proteina, culminando em sua regulagdo negativa.
Isso pode ocorrer porque o estresse oxidativo promove modificagdes estruturais
na RyR2, como carbonilagdo e oxidagdo de cisteinas, comprometendo sua
estabilidade, por conseguinte, acarretando em disfun¢ao ou degradacao proteica

(Heijman et al., 2014; Bellinger et al., 2009), conforme anteriormente descrito.



109

Adicionalmente, os altos niveis de MDA se mostraram moderadamente
associados a reducao da FLBt. Como o MDA reflete o agravamento do ambiente
oxidativo, essa condic&o pode interferir negativamente na atividade de proteinas
quinases responsaveis pela fosforilagdo da FLB, como a PKA. A menor
fosforilagao da FLB reduz sua capacidade de inibir a SERCAZ2a, favorecendo a
recaptagdo do Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico para a manutengio da
contratilidade, o que também parece ser um mecanismo compensatério ao
aumento do estresse oxidativo (Bellinger et al., 2009).

Assim como no VE, os efeitos da droga sobre o0 ambiente oxidativo do VD
também foram observados. O DN aumentou a expressdo de MDA e apresentou
tendéncia a aumentar o nivel de PC, ambos com grande magnitude de efeito. O
protocolo de treinamento, por sua vez, aumentou o nivel de PC, mas,
diferentemente do VE, nao teve efeito sobre a capacidade antioxidante total do
VD. Uma possivel justificativa para este achado é que o VD apresenta menor
eficiéncia antioxidante basal, devido a sua menor espessura miocardica e menor
exposicao ao estresse hemodinamico, comparado ao VE (Shults et al., 2018).
Assim, esses fatores podem ter limitado sua capacidade de compensacao frente
ao estresse induzido pelo exercicio.

No VD, observou-se forte associagdo negativa entre os niveis de SOD e
SERCA2a, bem como SOD e FLBt, indicando que maiores niveis de enzimas
antioxidantes estariam associados a reducdo na expressao das proteinas
reguladoras do ciclo de Ca?* em questédo. No entanto, é relevante destacar que
nao houve aumento expressivo da SOD neste ventriculo. Essa associacgao,
portanto, ndo parece representar uma resposta antioxidante robusta, mas pode
refletir um padrdo adaptativo de células mais vulneraveis ao estresse oxidativo.
Nesse contexto, a redugao da FLBte da SERCA2a possivelmente decorreu da
acgao direta das EROs geradas pela agado do DN e do protocolo de exercicios
aplicados, e ndo pela modulagédo da SOD (Bellinger et al., 2009).

Por fim, a correlagdo negativa e moderada entre FRAP e NCX observada
no VD sugere que a elevacdo da capacidade antioxidante total pode estar
relacionada a um redirecionamento das vias de regulagdo do Ca?*, com menor
dependéncia da via de extrusdo deste ion mediada pelo NCX, de modo a
enfatizar ainda mais o papel do reticulo sarcoplasmatico para manutengao da

contratilidade em ambientes celulares oxidativos (Zima; Blatter, 2006).
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Em suma, os achados indicam que a dosagem de DN aplicada pareceu
ser um potente indutor de estresse oxidativo cardiaco, tendo tido uma
associagao especialmente forte com o RyR2, que desempenha papel importante
no ciclo de acoplamento excitacdo-contracao. O protocolo de treinamento fisico,
por sua vez, demonstrou atuar parcialmente como fator protetor, sobretudo no
VE, ao atenuar o ambiente pro-oxidativo, mas também gerou aumento da
carbonilagido de proteinas do tecido cardiaco. Esses dados corroboram estudos
prévios que demonstram a dupla face do exercicio fisico no contexto redox:
enquanto promove produgao transitéria de EROs, também estimula a resposta
antioxidante adaptativa, visando a mitigar os danos celulares cronicos (Koler et
al., 2014; Santos et al., 2011).

8.5. Limitagoes e perspectivas futuras

O presente estudo apresenta algumas limitagdes que poderao subsidiar
futuras investigagdes envolvendo treinamento fisico associado a administracao
de DN. A andlise das proteinas reguladoras do ciclo de Ca?* e dos marcadores
de balanco redox fornece importantes insights sobre os mecanismos envolvidos
nas alteragdes morfofuncionais das células cardiacas, contudo, ndo as elucidam
por completo. Sendo assim, recomenda-se que estudos futuros possam analisar
mecanismos pos-transcricionais e pos-traducionais relativos as proteinas
investigadas, a fim de que o conhecimento sobre a tematica seja aprofundado.
Além disso, uma limitacdo deste estudo foi a auséncia da mensuragcdo do
transiente de Ca?*intracelular, o que certamente poderia conferir maior robustez
a analise do mecanismo de acoplamento excitagao-contracio celular.

Cabe ressaltar, todavia, que até o presente momento nao ha estudos que
analisem de forma associada os protocolos de TR e DN administrados sobre o
comportamento de células cardiacas isoladas, sendo esta pesquisa pioneira
neste aspecto. Ademais, a maior parte das pesquisas sobre a tematica
restringem seus resultados ao VE, de modo que o VD se configurou como uma
importante lacuna explorada nesta tese.

8.6. Implicagoes praticas
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Embora a presente tese se trate de um estudo pré-clinico, que limita a
translagcdo direta dos resultados para humanos devido a questdes éticas e
metodoldgicas, ela oferece valiosos insights sobre os mecanismos moleculares
e fisiopatologicos envolvidos nos efeitos combinados do uso de EAAs e a pratica
de TR sobre o coracgao. Essa abordagem experimental controlada permite avaliar
alteragdes morfofuncionais cardiacas dificeis de serem investigadas em
humanos.

Os achados indicam que o uso de EAAs, mesmo associado a regimes de
treinamento fisico, pode promover remodelamento cardiaco patolégico, aumento
do estresse oxidativo e disfungdo na regulagdo do calcio intracelular, o que
auxilia a explicar as recorrentes cardiopatias secundarias ao uso de EAAs em
atletas e praticantes de atividade fisica.

Dessa forma, os resultados reforcam a importancia da prevengao do uso
abusivo dessas substancias, alertando atletas, profissionais da saude e o publico
geral para os potenciais riscos cardiovasculares ocultos no uso de EAAs, mesmo
em individuos fisicamente ativos. Além disso, os dados obtidos podem subsidiar
futuras pesquisas clinicas e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e

educativas que visem a reducao do uso indevido de EAAs.
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9. CONCLUSAO

A associacao entre a administracdo de DN e um protocolo de TR neste

modelo experimental:

Inibiu a melhora do desempenho fisico dos animais ao final do
experimento;

Inibiu 0 ganho de peso corporal dos animais ao final do experimento;
Aumentou o peso e o indice de hipertrofia de ambos os ventriculos;
Aumentou a largura e o volume de cardiomidcitos isolados do VE e n&o
alterou a morfologia celular dos midcitos do VD;

Gerou aumento da cavidade interna do VE na sistole, bem como do septo
interventricular e do VD na diastole;

Reduziu as fragbes de ejecao e de encurtamento do VE, bem como a
TAPSE no VD;

Em ambos os ventriculos, aumentou a amplitude e velocidade de
contracdo e de relaxamento celular, reduziu o tempo para o pico de
contracdo, bem como o tempo para 50% do relaxamento celular;
Reduziu as expressdes de RyR2 em ambos os ventriculos, e de FLBt no
VE;

Aumentou os niveis de MDA no VE, e de PC em ambos os ventriculos;
Demonstrou, no VE, que altos niveis de MDA estdo fortemente
associados a queda da expressdo de RyR2 e FLBy; e altos niveis de PC
também estao fortemente associados a regulagcao negativa de RyR2;

No VD, elevagéo de SOD esta fortemente associada a regulagéo negativa
de FLBte SERCAZ2a; niveis aumentados de MDA e PC estao associados

a diminuicdo de RyR2.
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