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RESUMO

Introducéo: O esteroide anabolizante (EA) associado ao treinamento fisico induz mudanca da hipertrofia
cardiaca (HC) fisiologica para patoldgica. Entretanto, esses trabalhos foram realizados com atletas de forca,
sendo os efeitos do EA associados ao treinamento aerdbio poucos conhecidos. Com isso, o objetivo do estudo
foi avaliar os efeitos do treinamento aerébio e dos EA sobre a estrutura e funcao cardiaca. Métodos: Foram
utilizados 28 ratos Wistar divididos em quatro grupos: sedentdrios controle (SC), sedentérios anabolizante (SA),
treinados controle (TC) e treinado anabolizante (TA). O EA foi administrado duas vezes por semana (10mg/kg/
semana). O treinamento fisico de natacao foi realizado durante 10 semanas, cinco sessdes semanais. Foram
avaliadas a presséo arterial e frequéncia cardfaca por pletismografia de cauda, fung¢do ventricular por ecocar-
diografia, didmetro dos cardiomiocitos e fracdo volume de coldgeno por métodos histoldgicos. Resultados:
N&o foram observadas diferencas na PA. O grupo TC apresentou reducédo da frequéncia cardiaca de repouso
apos o periodo experimental, o que ndo ocorreu no grupo TA. Foram observadas HC de 38% no grupo SA,
52% no grupo TC e de 64% no grupo TA em relagao ao grupo SC. O grupo TA apresentou diminui¢ao da
funcéo diastolica em relacdo aos outros grupos. Os grupos treinados apresentaram aumentos significantes
no diametro dos cardiomidcitos. Os grupos SA e TA apresentaram aumento na fragao volume de coldgeno
em relacdo aos grupos SC e TC. Concluséo: Os resultados apresentados mostram que o treinamento fisico
de natacao induz a HC, principalmente pelo aumento do coldgeno intersticial, o que pode levar a prejuizos
da funcao diastolica.

Palavras-chave: treinamento fisico, anabolizantes, hipertrofia cardfaca, coldgeno.

ABSTRACT

Introduction: Anabolic-androgen steroids (AAS) associated with physical training induce changes from
physiological cardiac hypertrophy (CH) to pathological hypertrophy. However, these studies were performed
with strength athletes, and the AAS effects associated with aerobic training are still poorly understood. Thus,
the aim of this study was to evaluate the effects of aerobic training and AAS on the cardiac structure and func-
tion. Methods: 28 Wistars rats divided in 4 groups were used: sedentary control (SC), sedentary anabolic (SA),
trained control (TC) and trained anabolic (TA). The AAS was administered twice a week (10mg/Kg/week). The
swimming training was conducted 5 sessions per week during 10 weeks. We evaluated blood pressure and
heart rate by tail plethysmography, ventricular function by echocardiography, cardiomyocyte diameter and
collagen volumetric fraction by histological methods. Results: There were no differences in BP. TC group sho-
wed reduction in rest heart rate after the experimental period, which did not occur in TA group. CH of 38% in
SA group; 52% in TC group and 64% in TA group compared to SC group was observed. TA group presented
decrease in diastolic function in relation to other groups. The trained groups showed significant increases in
cardiomyocytes diameter. SA and TA groups showed increase in collagen volumetric fraction in relation to
SCand TC groups. Conclusion: The results show that AAS treatment associated to swimming training induces
CH, mainly by the increase in interstitial collagen, which can lead to loss of diastolic function.

Keywords: physical training, steroids, cardiac hypertrophy, collagen.
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INTRODUCAO

O treinamento fisico pode induzir diversas respostas adaptativas
sobre o sistema cardiovascular, entre elas, a hipertrofia cardiaca (HC),
que ocorre de forma simétrica sendo considerada uma adaptacao be-
néfica ao sistema cardiovascular”. A HC induzida pelo treinamento
fisico pode ocorrer por diferentes estimulos, dependendo do tipo do
exercicio realizado, em que exercicios de caracteristicas mais isomé-
tricas acabam gerando uma sobrecarga pressorica sobre o cora¢do, o
que acaba resultando em uma hipertrofia de padrao concéntrico®?. Por
outro lado, o exercicio dinamico, realizado em intensidade moderada
de forma ciclica, leva o coracdo a um estresse por aumento de volume
resultando em hipertrofia excéntrical.

Entretanto, quando o treinamento fisico de forca é associado ao
uso de esteroide anabolizante (EA) tem sido observada mudanca da
HC fisiologica, induzida pelo exercicio, para patoldgica, caracterizada
por alteracdes morfoldgicas, estruturais e funcionais cardiacas®®.

Os efeitos cardiacos induzidos pelo uso de EA tém sido observa-
dos tanto em modelos animais® como em atletas®®. Em um estudo
que analisou as alteragdes cardiacas por ecocardiograma foi observado
aumento do indice de massa ventricular e espessura do septo intraven-
tricular em usuérios comparado a n&o usuarios, sendo observado ainda
prejuizo da fungdo diastdlica associada a reducdo no pico de velocidade
durante a fase inicial de enchimento diastélico®. Outros estudos!®',
observaram prejuizo da fungédo diastolica em levantadores de peso que
utilizavam EA comparado aos que néo utilizavam. Trabalhos realizados
com ex-usuarios observaram que os seus efeitos sobre a massa de
ventriculo esquerdo e funcdo ventricular persistiram mesmo apds um
ano sem o uso da droga'?.

No entanto, a grande maioria dos trabalhos que investigam os
efeitos cardiacos dos EA sdo realizados com atletas de forca ou poténcia,
porém, atletas de modalidades aerdbias também fazem uso de EA!)
buscando minimizar as agdes catabolicas induzidas pelo treinamento,
aumentar a sintese proteica e aumentar a disposicdo ao treinamen-
to devido as acdes sobre o sistema nervoso central'®. Entretanto, 0s
efeitos da administracdo de EA associado ao treinamento fisico aerd-
bio sobre o sistema cardiovascular ainda sdo pouco conhecidos. Com
isso, o objetivo do presente estudo é avaliar os efeitos dos EA e a sua
associacdo ao treinamento fisico aerébio de natagdo em ratos sobre a
estrutura e fungdo cardiaca.

METODOS

Amostra: Foram utilizados 28 ratos Wistar machos com peso inicial
entre 180-250g. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos: sedentarios controle (SC, n = 7), sedentdrios com anabolizante
(SA, n =7), treinados controle (TC, n = 7) e treinados tratados com ana-
bolizante (TA, n = 7). Os animais foram mantidos em gaiolas, separados
por grupos, no biotério do Laboratério de Bioquimica da Atividade Mo-
tora da EEFE/USP com temperatura ambiente entre 22-24°C e com luz
controlada em ciclo de 12 horas (claro-escuro). Aqua e comida foram
administradas ad libitum e os animais foram pesados semanalmente.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da
Escola de Educacdo Fisica e Esporte da USP de acordo com as normas
do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal.

Tratamento: Foram administradas injecdes subcutaneas de veiculo
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ou decanoato de nandrolona (decadurabolin; organon, roseland, NJ)
duas vezes por semana, totalizando 10mg/kg/semana. Dose equiva-
lente a geralmente utilizada por atletas (600mg/semana)‘’®.

Treinamento de natacéo: Foi realizado sequndo protocolo adaptado
por Medeiros et al.'9, em sistema de natacdo com agua aquecida entre
30-32°C, durante 10 semanas, sendo realizadas cinco sessdes semanais,
com aumento gradual do tempo da sessao, até atingir 60 minutos, e da
sobrecarga de trabalho (peso na cauda do animal) até ser atingido 5%
do peso corporal. Este protocolo foi caracterizado como treinamento
aerébio de baixa intensidade e longa duragdo®.

Avaliacdo da presséo arterial e frequéncia cardiaca: A PA e a FC
foram aferidas semanalmente pelo método n&o invasivo de pletismo-
grafia da artéria caudal (registro indireto da PA). Foi utilizado o sistema
AT/CODAS (DataQ Instruments, Inc., Ohio, EUA), com frequéncia de
amostragem de 1.000Hz.

Avaliacdo da funcao ventricular: A avaliacdo da funcao ventricular
foi realizada por meio de ecocardiograma. As medidas ecocardiogréfi-
cas seguiram as recomendag¢des do Comité de Padronizagdo do Modo
M da Sociedade Americana de Ecocardiografia’”'®. Os exames foram
realizados apds periodo experimental em todos os grupos estudados,
sendo realizados por um Unico observador, cego para o grupo de
animais. O exame foi realizado com os animais anestesiados, por via
intraperitoneal, com uma mistura de xilasina (10mg/kg) e ketamine
(90mg/kg). O equipamento Sequdia 512 (ACUSON Corporation, Moun-
tain View, CA), com transdutor de 15MHz foi utilizado.

A fracdo sistdlica foi determinada pela fracdo de encurtamento
(FEn) e a fracdo de ejecéo (FEj). J4 as imagens obtidas por meio do
Doppler foram utilizadas para determinar a funcao diastélica (pico de
velocidade da onda E, pico de velocidade da onda A, relacdo E/A e
TRIV). Além disso, calculamos a massa do ventriculo esquerdo (MVE)
segundo orientacao da Sociedade Americana de Ecocardiografia’’'9,
que estima a MVE por meio da utilizacdo da seguinte férmula matema-
tica: LYM=[(DDVE+SIV+PP)3~(DDVE)*]x1,047, em que 1,047 (mg/mm?)
corresponde a densidade do miocérdio.

Andlises morfométricas: Apds o protocolo experimental (24 horas
apods a Ultima sessdo de treinamento), os animais foram decapitados,
o coracdo foi removido da cavidade toracica e dissecado para separar
o ventriculo direito do ventriculo esquerdo (parede livre e septo).

Diametro de cardiomidcitos: Cortes histolégicos de 5um de espes-
sura que foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para visualiza-
¢do das estruturas celulares. Trés cortes de VE para cada animal foram
selecionados aleatoriamente para visualizacdo em microscépio éptico
(Leica Q500 iw e Leica DMLS, Leica Imaging Systems, Ltda., Cambridge,
UK) utilizando objetiva de imersdo com aumento de 40x. Para cada
corte histolégico foram determinados aproximadamente 20 campos
visuais. Os cardiomidcitos selecionados foram aqueles que apresenta-
ram nucleo bem visivel e membrana celular intacta. A imagem do car-
diomidcito foi obtida na tela do computador e seu didmetro transverso
tracado manualmente, sendo que a linha tracada atravessou o centro
do nucleo. O célculo foi feito por um programa comercial (Quantimet
500, Cambridge Instruments).

Fracdo volume de coldgeno cardiaco: Cortes histolégicos de 5um
de espessura foram corados com picrosirius red. Os cortes foram ava-
liados no sistema computadorizado de imagens (Leica Q500 iw e Leica
DMLS, Leica Imaging Systems, Ltda., Cambridge, UK), com aumento de
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20x. Para quantificacdo do coldgeno cardiaco a fragédo de volume de
coldgeno (FVC) foi calculada pela razdo percentual da drea do tecido
miocardico corado positivamente para as fibras de coldgeno (quantida-
de absoluta de coldgeno) pela drea total do tecido miocérdico. Foram
examinados 20 campos visuais para cada amostra.

Andlise estatistica: Os dados séo apresentados na forma de média
+ desvio padréao. A andlise estatistica foi realizada com a utilizacdo do
software Statistic Basic por meio de analise de variancia de dois fatores
(ANOVA two-way). Para andlise da pressao arterial pré e pos-tratamento
experimental, foi realizada ANOVA para medidas repetidas. Quando F
significante foi aplicado teste post-hoc de Duncan de multiplas com-
paracdes. Para andlise da frequéncia cardiaca pré e poés-tratamento
foi realizado o teste t de Student pareado. Foi aceito como valores
significantes um p < 0,05.

RESULTADOS

Nao foram observadas diferencas significantes na PA entre os gru-
pos nos periodos pré e péds-tratamento experimental (figura 1A). Para
a FC nado foram observadas diferencas entre os grupos no periodo pré-
tratamento. No entanto, o grupo que realizou o treinamento fisico (TC)
apresentou reducdo da FC de repouso apds o periodo experimental.
Entretanto, quando o treinamento fisico foi associado a administracdo
de EA (TA) essa redugao nao foi observada (figura 1B).
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Figura 1. Presséo arterial (A) e frequéncia cardiaca (B) pré e pos-protocolo experimental.
Sedentério controle (SC), sedentario anabolizante (SA), treinado controle (TC), treinado
anabolizante (TA). Os dados estdo representados como média + EP. 1 Diferenca signi-
ficante em relacdo aos periodos pré e pds-tratamento experimental, p < 0,05.

Os resultados apresentados na figura 2 mostram aumento da massa
cardfaca analisada por ecocardiograma nos grupos SA, TC e TA em
relagdo ao grupo controle, sendo esse aumento de 38% no grupo SA,
52% no grupo TC e de 64% no grupo TA. Apesar da massa cardiaca
no grupo TA néo ser estatisticamente diferente dos grupos SA e TC, a
associacdo do EA ao treinamento fisico de natacao levou a um aumento
ainda mais pronunciado da massa do miocardio.

Ambos 0s grupos que realizaram o treinamento fisico, TC e TA,
apresentaram aumentos significantes no diametro dos cardiomiécitos
quando comparados aos grupos sedentérios, SC e SA (figura 3A). No
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Figura 2. Massa cardiaca analisada por ecocardiograma e percentual de aumento em
relagéo ao grupo sedentério controle. Sedentério controle (SC), sedentério anabolizante
(SA), treinado controle (TC), treinado anabolizante (TA). Os dados estdo representados
como média + EP. * Diferenca significante em relacdo ao grupo SC, p < 0,05.

entanto, quando analisada a fracdo volume de coldgeno os grupos
que receberam o tratamento com EA, SA e TA, apresentaram aumento
significante em relagdo aos grupos SC e TC (figura 3B).

Né&o foram observadas diferencas significantes na fungdo sistélica
entre os grupos estudados. Entretanto, o grupo que recebeu EA asso-
ciado ao treinamento de natacao (TA) apresentou diminuicéo da fungéo
diastolica em relagdo aos outros grupos, caracterizada por redugdo do
pico da onda E e diminuicao da relagdo E/A (tabela 1).

DISCUSSAO

Os principais resultados encontrados no presente estudo mostram
que a administracdo de EA associada ao treinamento fisico de natacao
induz a HC patoldgica, caracterizada pelo aumento do coldgeno inters-
ticial e consequente diminuicdo da funcao diastolica.

N&do foram observadas alteracdes na PA dos animais pré e pds-
periodo experimental, mostrando que tanto o treinamento fisico de
natagao como a administracao de EA ndo exercem influéncia sobre o
controle da PA neste estudo. Em animais normotensos, o treinamento
fisico ja € bem demonstrado por ndo induzir respostas sobre a PAT?),
porém, os efeitos dos EA ainda s&o muito controversos. Estudos mos-
tram que a administracdo de EA tem sido associada ao aumento da
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Figura 3. Diametro de cardiomidcitos (A) e Fracéo volume de coldgeno (B). Seden-
tario controle (SC), sedentéario anabolizante (SA), treinado controle (TC), treinado
anabolizante (TA). Os dados estao representados como média + EP. * Diferenca
significante em relagdo aos grupos SC e SA, p < 0,05. T Diferenca significante em
relagao aos grupos SC e TC, p < 0,05.
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TABELA 1 - Indices de fun¢io ventricular sistolica e diatdlica obtidos pelo exame ecocardiografico

Medida SC SA TC TA
Fungao Sistolica
FE;j (*a) 81,05+4,38 79,035,17 78,542,905 79,02£3,76
FEn (%) 44304344 42,3944,09 402342,74 40,773,78
Funcio Diastolica
Pico E (m/s) 061+0,07 0,56+0,06 0,6240,06 042:0,10*
Pico A (m/s) 043008 0,40£0,05 0,40£0,09 0,380,04
Relagiio F/A 1,53+008 1340,12 1,6840,23 1,07£0,25%
TRIV (ms) 252417 242425 30,628 23,5523

Fragiio de ejeciio (FEj), lraciio de encurtamento (FEn), tempo de relaxamento isovelumétrico (TRIV).
Sedentario controle (8C), sedentario anabolizante (SA), treinado controle (I'C), treinado anabolizante
(TA). Média+ EP. " p<0,05vs 5C, 54, e TC

PA em humanos® e em ratos”??. Entretanto, outros pesquisadores
nao observaram o mesmo comportamento em atletas que receberam
doses suprafisiolégicas de EA por 16 semanas ou em ratos treinados
por natacao e tratados com EARY, o que corrobora com os dados do
presente estudo, em nenhuma diferenca na PA foi observada com a
administracdo de EA.

A reducédo da FC de repouso, ou bradicardia de repouso, é uma
das principais adaptagdes promovidas pelo treinamento e pode ser
induzida por diferentes mecanismos. Segundo Negrdo et al®?, ratos
treinados em esteira rolante apresentaram bradicardia de repouso
principalmente em funcéo de alteracdes das células marcapasso, o
que reduziu a FC intrinseca. Por outro lado, Medeiros et al'® mostra-
ram que ratos treinados por natagao apresentavam reducéo da FC de
repouso, principalmente por um aumento do ténus parassimpatico.
Nossos resultados mostram que o grupo que realizou o treinamento
fisico por natagao apresentou FC de repouso menor apés o protocolo
experimental, o que pode ter ocorrido principalmente pelo aumento
do componente parassimpatico, mostrando que o treinamento fisico
aplicado foi eficaz em promover adaptacdes aerdbias sobre o sistema
cardiovascular. Ainda, a reducédo da FC de repouso é considerada um
importante marcador de treinamento fisico aerébio'®??. Entretanto,
quando o treinamento fisico foi associado a administracdo de EA, ndo
foi observada reducéo da FC de repouso. Esses resultados podem ter
ocorrido por uma possivel disfuncdo no controle autondémico induzida
pelo EA nesse grupo, visto que os EA podem atuar aumentando as
repostas taquicardicas e diminuindo as bradicardicas"”. Os EA tém sido
evidenciados por aumentar o sistema nervoso central®, prejudicando
a modulagdo parassimpatica cardiaca®.

Como j& esperado, o0 grupo que realizou o treinamento fisico (TC)
por natacao apresentou aumento de 52% na massa cardiaca em relagdo
ao grupo SC. O aumento da massa cardfaca nesse grupo foi acompa-
nhado por aumento no didmetro dos cardiomidcitos sem nenhuma
alteracdo do colégeno intersticial ou da funcdo ventricular, o que nos
sugere uma HC fisioldgica. Os efeitos do exercicio fisico sobre a HC j&
sdo muito bem descritos na literatura, em que o exercicio fisico provoca
respostas benéficas e adaptativas ao sistema cardiovascular”. O exer-
cicio aerébio, assim como o utilizado no presente estudo, induz a HC
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predominantemente por sobrecarga volumétrica, além de aumentar
0 comprimento, também aumentou o didmetro dos midcitos, que se
faz pelo aumento no conteldo de proteinas contrateis, sem grandes
alteracdes da matriz estrutural ou da funcao cardiaca®.

A administracdo de EA, por si 56, levou a um aumento da massa
cardiaca de 37% em relagdo ao grupo SC. O aumento da massa car-
diaca observada nesse grupo pode ser associado principalmente ao
coldgeno intersticial, visto que houve aumento significante da fracao
de coldgeno nesse grupo, mostrando o importe papel do EA sobre a
regulacdo da matriz estrutural.

Entretanto, quando a administracdo de EA foi associada ao treina-
mento fisico, 0 aumento da massa cardiaca foi ainda mais pronunciado,
sendo encontrado aumento de 64% quando comparado ao grupo
controle. A maior HC nesse grupo pode ter ocorrido por um efeito so-
matdrio do treinamento fisico e dos EA, no qual foi observado aumento
no didametro dos cardiomidcitos, induzido pelo treinamento fisico, assim
como o aumento da fracdo volume de coldgeno induzida pelo EA.

Estudos tém mostrado aumento da massa cardiaca em usudrios
de EA® e em modelos animais”2", sendo esse aumento muitas vezes
associado a maior fibrose cardiacal’??". A HC induzida pelos EA pode
ocorrer pela sua interacdo com receptores nucleares, agindo direta-
mente no DNA aumentando a sintese proteica ou, também, por afetar
enzimas especfficas, fluxo de fons e matriz estrutural no miocardio®.
Contudo, os exatos mediadores desses efeitos sdo diversos e variam
de estimulos mecénicos a fatores circulantes humorais liberados pelo
coracao e 6rgaos periféricos?®, porém, os verdadeiros mecanismos
pelos quais os EA causam HC e aumento do colageno intersticial até
0 momento ainda ndo s&o muito conhecidos.

A associacao do treinamento fisico ao EA também tem sido mos-
trado por levar a disfuncédo ventricular, principalmente por diminuicéo
da complacéncia miocardica, que pode ser atribuida a fibrose®?”, con-
forme observado nos nossos resultados.

Para entender melhor a importancia funcional dos resultados ob-
servados sobre a HC e aumento de coldgeno intersticial, analisamos a
funcéo sistolica e diastélica desses animais por ecocardiograma. Nao
houve diferencas significantes em relacdo aos resultados de funcéo
sistolica entre os grupos, 0 que corrobora com estudos anteriores do
N0sso grupo nos quais nao foram observadas alteragdes da funcdo ven-
tricular nos animais tratados com EA®Y. Dados semelhantes também
foram encontrados em humanos, em que foi observado por ecocar-
diograma aumento de massa cardiaca em usudrios de EA ndo sendo
notadas alteracées da funcéo sistélica®.

Para analise da funcao diastoélica foram usados o pico de velocidade
da onda E, pico de velocidade da onda A, a relacéo E/A e o tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV). O pico E corresponde a fase de
enchimento rapido do ventriculo e o pico A corresponde a fase de
enchimento lento, ou contrac¢édo atrial. Em um ecocardiograma normal
o valor do pico E é maior do que pico A, mas em situagdes de disfuncao
diastolica esses valores se invertem. Em algumas situacdes patoldgicas
0 aumento do pico A estd acompanhado do aumento do TRIV indican-
do um maior tempo necessario para o relaxamento ventricular®. No
presente estudo, observamos que os animais treinados e tratados com
EA apresentaram diminuicdo do pico E, acompanhado por reducdo
da relagdo E/A quando comparado aos outros grupos, o que indica
uma possivel disfuncdo diastolica. Por outro lado, ndo foi observada
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alteragdo da funcéo diastolica em nenhum dos outros grupos experi-
mentais, inclusive nos animais sedentarios que receberam EA, o que

nos sugere que a disfuncao diastdlica sé é observada quando o uso

de EA é associado ao treinamento fisico aerébio.

Diversos estudos tém mostrado os efeitos dos EA sobre a funcao
diastolica®'", em que tem sido observado diminui¢do no pico de ve-
locidade durante a fase inicial de enchimento diastélico e prejuizo da
funcéo diastolica em levantadores de peso que utilizavam EA compara-
do aos que nao utilizavam, sendo esses efeitos associados ao aumento
do colageno intersticial 1%V,

Assim, nossos resultados obtidos com a associacdo de EA ao trei-
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