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RESUMO

Muitos estudos vém mostrando os efeitos nocivos para o organismo do abuso de
esteroides anabolicos androgénicos (EAA) por atletas e freqlientadores de academia.
Entretanto ha poucas pesquisas relatando os efeitos prejudiciais dessas substancias no
musculo esquelético. O objetivo desse trabalho foi analisar a expressdo do fator de
crescimento de endotélio vascular (VEGF) no musculo sdleo de ratos submetidos ao
tratamento com EAA e ao exercicio de carga. Os animais foram divididos em quatro
grupos: S (sedentario controle), T (treinado controle), EAA (sedentdrio com
administracdo de decanoato de nandrolona) ¢ EAAT (treinado com administragdo de
decanoato de nandrolona). O treinamento foi constituido por saltos em meio liquido a
32°C: 4 séries de 10 saltos cada, com intervalo de 30 segundos entre as séries, em 5 dias
da semana, durante 7 semanas, com carga variando de 50 — 80% da massa corporal do
animal. O decanoato de nandrolona (Decadurabolin® - 5mg/kg) foi injetado via
subcutanea no dorso dos animais, duas vezes por semana. A andlise da expressdo de
mRNA de VEGF, por PCR em tempo real mostrou que no grupo que treinou € que nao
recebeu a injecdo de EAA houve aumento significante na expressdo desse fator em
relacdo aos grupos que ndo treinaram (S e EAA). Por outro lado, quando o treino foi
associado com a administracio de EAA houve inibi¢do da expressdo de VEGF em
relacdo ao grupo treinado controle. VEGF ¢ um fator chave na indugdo da angiogénese,
processo de formagao de novos vasos sangliineos a partir de vasos pré-existentes e essa
¢ uma das primeiras adaptacdes do musculo ao exercicio. Em conclusdo a diminuicao da
expressao de VEGF com o uso de EAA poderia provocar uma redugdo na formagao
desses novos vasos, promovendo possivelmente uma reducao na performance.

Palavras-chave: esterdides anabolicos-androgénicos, musculo esquelético, fator de
crescimento de endotélio vascular, exercicio de carga, angiogénese.
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ABSTRACT

Androgenic-anabolic steroids have been used both for performance improvement and
aesthetic reasons. It is well know that high doses of AAS can raise serious adverse
effects such as skeletal muscle injuries including increase in the rate of muscle
strains/ruptures. The aim of this study was to investigate VEGF mRNA expression in
the rat soleus muscle after jumping training associated with androgenic-anabolic
steroids (AAS) administration. Wistar rats were grouped into: sedentary (S); trained
without AAS (T); nandrolone decanoate (ND)-treated sedentary (AAS); and trained
with AAS (AAST). The trained groups have carried out jumps in water at 32°C.: 4
series of 10 jumps each, with a 30-second interval among series, for 7 weeks, with 50-
80% overload of the animal corporal mass. The AAS (Decadurabolin® - 5mg/kg) was
injected via subcutaneous in animal back twice a week. Real-time PCR analyses have
shown that training significantly increased VEGF mRNA expression in comparison
with the S, AAS groups. When training exercise was associated with nandrolone
decanoate, the VEGF mRNA expression was inhibit compared with T group. The
inhibited expression of VEGF by AAS administration could cause diminished
angiogenesis in skeletal muscle. These results suggest that the AAS may be strongly
prejudicial to muscle remodeling and performance.

Keywords: androgenic-anabolic steroids, skeletal muscle, vascular endothelial growth
factor, loading exercise, angiogenesis.
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1 INTRODUCAO

A busca pelo melhor desempenho em competicdes faz com que os atletas
procurem recursos que provéem uma melhora na performance sem que se preocupem com o0s
riscos que os mesmos podem trazer a satide. O uso desses recursos no esporte ¢ denominado
doping e se refere a aplicagdo, ou ingestdo, de substincias ndo fisiologicas, ou também
substancias fisiologicas, em quantidades anormais, visando a intensifica¢do ilicita do
desempenho em competigdes (SANTOS, 2007).

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) estdo entre os recursos utilizados
pelos atletas para aumento da massa muscular ¢ aumento das chances de vitéria nas
competi¢des. Apesar das inimeras pesquisas realizadas ja ressaltarem os efeitos nocivos dos
EAA, ele continua sendo amplamente utilizado, ndo apenas por atletas de elite, mas vem
também crescendo o uso dessas substincias por atletas amadores e adolescentes que
freqiientam academias buscando a melhora na aparéncia fisica. O abuso no uso de esterdides
anabodlicos pode levar a conseqiiéncias prejudiciais ao organismo além de efeitos psicologicos
€ comportamentais.

Tém sido bem descritos na literatura os efeitos prejudiciais dos EAA ao
musculo e aos tenddes, onde ja foram relatados muitos casos de rompimento. Porém poucos
trabalhos t€ém mostrado os efeitos intramusculares dos EAA.

Nesse trabalho foi analisado o efeito dos EAA na expressao de VEGF no
musculo esquelético. O VEGF, fator de crescimento de endotélio vascular, ¢ um dos
principais indutores da angiogénese, processo de formagao de novos vasos sangiiineos a partir
de vasos pré-existentes. A angiogénese ¢ uma das primeiras adaptacdes que ocorrem no
musculo esquelético em resposta ao treinamento, devido a necessidade de um grande aporte
sangiiineo durante o exercicio (WATERS et al, 2004). Vérios trabalhos ja relataram o aumento
da expressdo de VEGF no musculo esquelético com o treinamento ¢ que esse aumento foi
acompanhado com o aumento na capilarizacdo. Entretanto o efeito dos esterodides anabolicos
na expressao de VEGF ainda ndo havia sido relatado.

Dessa forma, esse trabalho teve por finalidade analisar se o decanoato de
nandrolona, um dos EAA mais utilizados em academias, altera a expressio do mRNA de

VEGF no musculo de ratos apos sete semanas de treinamento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico dos esteréides anaboélicos androgénicos

Os esterdides anabolicos androgénicos (EAA) sdo derivados sintéticos do
hormdnio masculino testosterona. A testosterona ¢ sintetizada e secretada pelas células
intersticiais de Leydig nos testiculos. Sua secrecdo ainda na fase embrionaria ¢ determinada
pelo cromossomo masculino e determina a formagdo das caracteristicas sexuais primarias
como a formagdo do pénis e da bolsa escrotal, além da prostata, vesiculas seminais e ductos
genitais masculinos. Além disso, a testosterona suprime a formacdo dos Orgdos genitais
femininos (GUYTON; HALL, 2002). Ap6s o nascimento, ndo ha produgdo de testosterona
que somente volta a ser produzida durante a puberdade, por volta dos 10 a 13 anos. Nesse
periodo, a producdo de testosterona aumenta rapidamente, sob o estimulo dos hormoénios
gonadotrépicos da hipdfise anterior e determina as caracteristicas sexuais secundarias como a
distribuicdo tipica dos pélos no homem, a voz torna-se mais grave, ¢ aumento da incidéncia
de acne. Esses efeitos citados anteriormente sdo considerados os efeitos androgénicos da
testosterona; ela ainda atua no aumento da massa muscular, pelo aumento da sintese de
proteinas, produz um efeito no crescimento 6sseo, aumentando a quantidade de matriz dssea e
a deposi¢ao de sais de calcio, bem como no aumento do nimero de eritrocitos. Esses efeitos
sao listados como efeitos anabdlicos da testosterona (GUYTON; HALL, 2002).

Por volta de 1900 varias tentativas foram realizadas para a obtencdo de uma
substancia com o mesmo potencial da testosterona. No final da década de 20 um extrato de
testosterona ativo se tornou disponivel e a producdo dos androgénios sintéticos foi possivel
em 1935 (HARTGENS; KUIPERS, 2004; LISE et al, 1999). Durante a 2* Guerra Mundial foi
utilizada pelas tropas alemas para aumentar a agressividade dos soldados. Seu uso terapéutico
nesse periodo restringia-se ao tratamento de pacientes queimados, deprimidos ou em
recuperagdo de grandes cirurgias. Na década de 50, foi utilizada sob a forma oral e injetavel
no tratamento de alguns tipos de anemia, em doencas com perda muscular e ainda em
pacientes poOs-cirirgicos para diminuir a atrofia muscular secundaria (LISE ef al, 1999).

Em 1939 foi sugerido que a administracdo dos EAA poderia melhorar o
desempenho de atletas. O primeiro caso documentado do uso de esterdides anabdlicos no
esporte ocorreu em 1954 no campeonato mundial de levantamento de peso em Viena por

atletas russos (HARTGENS; KUIPERS, 2004; LISE et al, 1999; MOTTRAM; GEORGE,



2000). O uso dessas substancias tornou-se difundido, principalmente nos Estados Unidos
onde varios atletas passaram a se utilizar da droga para vencer competigdes. Nesse periodo o
abuso no uso dessas drogas no esporte comecou a se espalhar e até a década de 70 ndo havia
métodos efetivos disponiveis para a deteccdo dessas substincias (MOTTRAM; GEORGE,
2000; THIEN et al, 1995). Em 1968 o Comité Olimpico Internacional (COI) introduziu a
defini¢gdo de doping e desenvolveu uma lista de substancias proibidas. Com o
aperfeicoamento nas técnicas de detec¢do dos EAA, usando espectrometria de massa e
cromatografia de gases, eles puderam ser diferenciados dos hormonios enddgenos € em 1976
eles foram adicionados a lista das substincias banidas pelo COI. Isso resultou na
desclassificagdo de 19 atletas nos jogos Pan-americanos de 1983, além do resgate de
medalhas em jogos olimpicos, como a da medalha de ouro do atleta canadense Ben Johnson
nas olimpiadas de Seul em 1988 (DAWSON, 2001; MOTTRAM; GEORGE, 2000; THIEN et
al, 1995).

Entretanto o abuso dessas substancias ndo esta limitado aos atletas de elite, mas
¢ também uma pratica comum entre os atletas amadores e os ditos recreacionais, aqueles que
freqlientam academias de musculagdo. Tem se tornado crescente os casos de dismorfia
muscular, essa doenga ¢ mais freqliente em homens, mas aparece também em mulheres. Como
a anorexia, a dismorfia esta relacionada com a insatisfacdo desses individuos com o corpo,
porém nesse caso os jovens buscam tornar seus corpos grandes ¢ musculosos. Para tanto eles
aumentam o volume e a carga de treino nas academias, controlam a dieta, mas continuam se
achando pequenos e fracos. Essas pessoas evitam lugares como piscina, praia, onde seus
corpos ficam expostos. Essa obsessao pelo corpo perfeito, com musculos definidos leva esses
individuos a fazerem uso de anabolizantes (CHOI; POPE JR; OLIVARDIA, 2002; CHUNG,
2001).

2.2 Caracteristicas farmacologicas dos EAA

A biossintese fisiologica de testosterona ocorre nas células de Leydig dos
testiculos e nas glandulas adrenais nos homens (MOTTRAM; GEORGE, 2000). As células de
Leydig sdo estimuladas pelo hormonio Iluteinizante (LH) hipofisario. Dessa forma a
quantidade de testosterona secretada aumenta aproximadamente de forma proporcional a
quantidade de LH disponivel. Altos niveis de testosterona secretados podem também inibir a

secrecao de LH pela hipofise anterior. Essa inibicdo ¢ em grande parte devida ao efeito direto
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da testosterona sobre o hipotdlamo, diminuindo a secre¢do do hormonio liberador de
gonadotropinas (GnRH). Isso, por sua vez, causa a diminui¢ao correspondente de LH e de
hormoénio foliculo-estimulante (FSH) pela hipofise anterior. Sendo assim, sempre que a
secrecdo de testosterona estiver alta ocorrerd esse efeito de retroalimentacdo negativa,
operando através do hipotdlamo e da hipdfise anterior a fim de reduzir a secrecdo de
testosterona para os niveis desejados. Por outro lado, quando as concentragdes plasmaticas de
testosterona sdo baixas, o hipotdlamo ¢ estimulado para secretar GnRH, com aumento
correspondente na secrecdo de LH e FSH e conseqliente aumento da secreg¢do de testosterona
pelos testiculos. Nas mulheres ha uma pequena produgdo desses hormoénios apenas pelas
glandulas adrenais (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002).

A testosterona ¢ um hormoénio esterdide sintetizado a partir da molécula de
colesterol que, apos varias oxidagdes formara a pregnolona. Esta ¢ o principal precursor da
testosterona e durante a conversdo, ocorre a formagdo de desidroepiandrosterona (DHEA) e
de androstenediona (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002). Posteriormente a
testosterona ¢ convertida, através de uma reagao de reducao, em Sa-diidrotestosterona (DHT).
A DHT ¢ produzida no trato reprodutivo e no cérebro pela agdo da enzima So-redutase e
possui propriedades androgénicas. As genitalias externas, a prostata, as vesiculas seminais € o
crescimento secundario de pelos sdo mais sensiveis ao DHT do que a testosterona. A
testosterona e alguns dos seus derivados sintéticos podem ser convertidos em estradiol pela
enzima aromatase no cérebro e no tecido adiposo (MOTTRAM; GEORGE, 2000; SHAHIDI,
2001).

A testosterona ¢ transportada pela corrente sangiiinea por proteinas
carreadoras, do sitio de producdo até os tecidos-alvo, aonde penetra pela membrana das
células, se liga a receptores androgénicos citoplasmaticos, € entdo, no nucleo ativa os
chamados elementos de resposta ao androgénio localizados em cromossomos responsivos €
leva a mudangas na expressao génica e no metabolismo (MOTTRAM; GEORGE, 2000).

A concentracdo plasmatica de testosterona no homem adulto normal varia de
300 a 1.000 ng/dl e a taxa de producdo didria estd entre 2,5 e 11 mg. A meia vida da
testosterona livre é de 10-21 minutos, no figado ela é convertida de volta em adrostenediona e
seus metabolitos (epiandrosterona, androsterona ou etiocolanona) sdo excretados na urina

(MOTTRAM; GEORGE, 2000; SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002).
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Figura 1. Biotransformacdo da testosterona. A figura ilustra as principais transformacdes sofridas pela
molécula de testosterona no organismo (SHAHIDI, 2001).

Os esterdides anabolicos sintéticos sdo todos derivados da testosterona e
atuando nos receptores androgénicos provocam efeitos tanto anabdlicos como androgénicos.
Eles sdo produzidos por industrias farmacéuticas, mas existem também laboratdrios ilegais
que garantem a comercializacdo dessas drogas no chamado “mercado negro” (LISE et al,
1999). Mais de 100 esterdides sintéticos vem sendo desenvolvidos. A manipulacdo da
molécula de testosterona por esses laboratorios tem como finalidade formar compostos com
maior atividade anabolica do que androgénica. As modifica¢des estruturais geraram trés
grupos de derivados. O grupo A ¢ composto pelos ésteres do grupo 17 (cipionato de
testosterona, propionato, enantato e undecanoato), e a esterificacdo retarda a sua liberacao
para a circulagdo, prolongando sua a¢do. Todos esses compostos exceto undecanoato devem
ser administrados na forma injetavel. Esteres de nandrolona 17B-esterificados também sdo
comercialmente disponiveis. No grupo B estdio os alquilados na posicio 17a
(metiltestosterona, metandrostenolona, nortrandolona, fluoximesterona, danazol, oxandrolona
e estanozol), derivados que resistem ao metabolismo hepatico, portanto sdo ativos quando
administrados oralmente. A modificagdo esta associada a niveis elevados de hepatoxicidade.
O grupo C compreende os que sofreram alteragdes nos anéis A, B ou C da molécula de
testosterona. Estas modificacdes conferem a esses EAA caracteristicas tais como: lenta
metabolizacgdo, afinidade aumentada pelo receptor androgénico e resisténcia a formacdo de
estradiol pela reagdo de aromatizagdo (CUNHA et al, 2004; KUHN, 2002; LISE et al, 1999;
SHAHIDI, 2001).
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Figura 2. Grupos de EAA. A figura mostra as principais transformac¢des na
molécula de testosterona que originam seus derivados sintéticos. Os EAA do
tipo A sdo do grupo dos 17B-esterificados, os do tipo B formam o grupo dos
17a-alquilados ¢ os do tipo C sdo os que sofrem altera¢des nos anéis A. B e C da
molécula original MOTTRAM; GEORGE, 2000).

Um dos esterdides anabolicos mais utilizados ¢ o decanoato de nandrolona
que comegou a ser comercializado em 1962. Essa substancia ¢ formada pela esterificagdo de
um grupo 17a-hidroxil com o 4cido decanodico, um 4cido graxo de cadeia longa. Essa droga ¢
liberada lentamente na corrente sangiiinea apds sua inje¢ao intramuscular, exercendo sua
atividade anabolica 6tima acima de seis a sete dias. Ela possui grande atividade anabdlica e
sua atividade androgénica ¢ menor do que a da testosterona (CUNHA et al, 2004;
MOTTRAM; GEORGE, 2000; SHAHIDI, 2001). O decanoato de nandrolona ¢ classificado
como nao-aromatizavel, devido a sua baixa taxa de conversdo a estrogénio, reduzindo os
efeitos feminilizantes indesejaveis recorrentes do uso prolongado ou em doses
suprafisioldgicas desse esteroide (CUNHA et al, 2004; KUHN, 2002; MOTTRAM;
GEORGE, 2000).

2.3 Indicacoes terapéuticas dos EAAs

No final da 2* Guerra Mundial os androgénios eram utilizados no tratamento
de pacientes em condicdes terminais ligadas a debilidade cronica, e ainda em queimaduras, na
depressao e em periodos pos-operatorios.

A administracdo de EAA ¢ indicada, segundo a FDA (Food and drug
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administration), no tratamento de hipogonadismo nos homens para o aumento da
concentracdo de testosterona e derivados essenciais ao desenvolvimento e manutencdo das
caracteristicas sexuais masculinas (BHASIN; BREMNER, 1997; CUNHA et al, 2004; SILVA;
DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002). O hipogonadismo pode ocorrer devido a disfuncao
nas gonadas (hipogonadismo primério) ou no eixo hipotdlamo-hipofisario (hipogonadismo
secundario) (GOMES et al, 2005). O tratamento com essas substancias ¢ recomendado
também nos casos de puberdade e crescimento retardados, micropénis neonatal, deficiéncia
androgénica parcial em homens idosos ou no tratamento da deficiéncia androgénica
secundaria a doencas cronicas (BHASIN; BREMNER, 1997; CUNHA et al, 2004; SILVA;
DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002).

Alguns cientistas t€ém estudado o efeito do uso de baixas doses de esteroides
anabolicos por via transdérmica para o tratamento de doencas cardiovasculares. Eles
demonstraram que essas substincias podem ter efeitos antiaterogénicos e como agentes
antianginosos. Entretanto esses estudos nao sao ainda conclusivos (ENGLISH et al, 2000).

Os EAA tém sido utilizados no tratamento da sarcopenia relacionada a
pacientes HIV-positivos, hipogonadais e eugonadais. Esses estudos observaram que o uso
dessas substancias foi efetivo para o aumento da massa muscular, restaurando a libido ¢ a
energia e aliviando o temperamento depressivo desses individuos (GRINSPOON et al, 2000;
RABKIN; WAGNER; RABKIN, 2000). Eles sdao também utilizados no tratamento de
sarcopenia em pacientes que recebem dialise. Além da perda de massa muscular esses
pacientes sofrem de fadiga e subnutrigdo. O uso de EAA nesses individuos levou ao aumento
da massa corporal magra, a reducdo significante no sintoma de fadiga com a diminuicao do
tempo em que esses pacientes levavam para caminhar e subir escada (JOHANSEN;
MULLIGAN; SCHAMBELAN, 1999).

Um dos efeitos do EAA ¢ o aumento na producdo de células vermelhas do
sangue (eritropoiese) € com isso sdo utilizados no tratamento de diversos tipos de anemia
aplastica, refrataria, por faléncia da medula 6ssea, mielofibrose e em doencas renais. Eles
podem também ser utilizados no tratamento de insuficiéncia renal aguda, pois diminuem a
produgdo de uréia e reduzem a necessidade de se realizar dialises diarias nesses pacientes

(LISE et al, 1999; NAVARRO et al, 2002).



2.4 Forma de uso por atletas

Os EAA podem ser administrados por via oral, via injecdo intramuscular e
existem ainda alguns na forma de géis e cremes que sdo aplicados na pele. Atletas que fazem
uso dessas substancias geralmente utilizam doses de 10 a 100 vezes maiores do que aquelas
administradas em condi¢des terapéuticas (LISE et al, 1999; SANTOS, 2007).

Alguns termos se tornaram comuns entre os atletas que fazem uso de esteroides
anabolicos, decorrentes da experiéncia pratica e ndo de pesquisas cientificas. A acumulacao
ou combinacdo (stacking) se refere ao uso de duas ou mais drogas ao mesmo tempo
geralmente em ciclos balanceados de cada uma delas. O termo “ciclando* trata-se do periodo
que o esterdide esta sendo usado, e corresponde ao ciclo, intervalo de tempo e a dosagem. Os
atletas geralmente fazem ciclos de 4 a 12 semanas. Alguns ajustes sdo feitos durante o ciclo
para evitar a estabilizacdo de uma ou duas drogas, muitas vezes eles optam pelo abandono,
substituindo por outra. A diminuicdo se refere a reducdo gradativa e ‘“segura” para a
finalizacdo de um ciclo, de modo que o corpo volte aos poucos a produzir naturalmente a
testosterona. (BERNSTEIN; SAFIRSTEIN; ROSEN, 2003-2004; CALFEE; FADALE, 2006;
EVANS, 2004; SANTOS, 2007).

Para evitar a detecg¢do nos testes antidoping, as técnicas mais utilizadas sdo: a)
o empilhamento, quando héd a utilizacdo de mais de uma droga concomitantemente e/ou a
combinac¢do do uso oral e injetavel; b) a piramide, em que o esterdide anabdlico € iniciado em
baixa dosagem com aumento até 10-100 vezes do valor inicial atingindo um pico, com
retorno gradual as doses iniciais; c¢) os ciclos, onde hd o uso por seis a doze semanas,
interrupcao por trés a quatro semanas e repeticao do ciclo com suspensao do uso com algumas
semanas antes da competi¢do; e d) mista, uma combinagdo dessas técnicas (LISE et al, 1999;
SANTOS, 2007).

Algumas vezes antes, durante ou apds um ciclo, os usuarios fazem uso de
algumas substancias com a inten¢ao de reverter os efeitos colaterais dos EAA. Entre elas
estdo: Novaldex, um antiestrogeno, para evitar a aromatizagdo dos esterdides e
conseqlientemente o efeito de ginecomastia; Profasi (gonadotrofina coriénica humana), com a
funcdo de estimular, no final do ciclo, a produgao natural de testosterona e evitar a atrofia dos
testiculos; Evening primrose oil, rico em gorduras essenciais ao figado, que sdo depletadas
com o uso de esterdides; Proviron, também utilizada na tentativa de reducdo da ginecomastia

(SANTOS, 2007).



2.5 Efeitos desejaveis dos EAA

Os fisiculturistas usam esterdides anabdlicos com a finalidade de aumentarem
sua massa muscular e diminuir a gordura corporal. Os levantadores de peso desejam aumentar
sua forca com o objetivo de suspender a maior quantidade de peso possivel. Os nadadores e
corredores esperam ser capazes de executar suas tarefas de maneira freqiiente, em alta
intensidade e longa duracdao sem que haja prejuizos ao organismo. De uma forma geral, atletas
de diferentes modalidades de esporte fazem uso dos EAA procurando melhorar o desempenho
para as tarefas que lhes sdo requeridas (BAHRKE; YESALIS, 2004).

Os EAA agem nos receptores androgénicos no citoplasma das células dos
tecidos-alvo. A ligacdo dessas moléculas aos receptores provoca efeitos anabodlicos e
androgénicos nesses tecidos. Os efeitos anabolicos sdo os requeridos pelos usuarios de EAA,
porém os efeitos androgénicos ndo estdo dissociados dessas substancias (LISE et al, 1999). A
concentragdo dos receptores androgénicos varia de um grupo muscular para outro. Em
humanos os musculos da parte superior dos bragos, peito e costas, sdo mais responsivos ao
EAA do que outros musculos (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002).

Entre os efeitos anabodlicos dos EAA estdo: o aumento da massa muscular, da
concentragdo de hemoglobina, do hematocrito, da retencdo de nitrogénio, da reposi¢do de
calcio nos ossos e diminui¢ao das reservas de gordura do corpo (LISE et al, 1999). Drente os
mecanismos anabolicos responsaveis pelo aumento da massa muscular estdo: aumento da
sintese protéica via RNA mensageiro; o aumento da forga de contratilidade da célula muscular
pelo armazenamento de fosfocreatina; o balango nitrogenado positivo; aumento da retengao
de glicogénio no musculo; maior captagdo de aminoacidos importantes na constru¢do da
massa muscular; e bloqueio da a¢cdo do cortisol, horménio catabdlico liberado por fatores de
estresse (LISE et al, 1999; SANTOS, 2007).

Estudos bioquimicos e anatdmicos mostraram que os EAA influenciam
significantemente a morfologia e bioquimica do musculo em humanos. O peso corporal de
fato aumenta apds o uso de EAA e isso se deve em parte pelo aumento na massa corporal
magra, mas também ¢ um reflexo da retencdo de 4gua (KUHN, 2002).

A principal razao para o uso de EAA por atletas ¢ para o incremento na forca e
na massa muscular. Bhasin e colaboradores (1996) estudaram os efeitos da administragao de
testosterona exdgena, com ou sem acompanhamento de um programa treinamento de forga,
no tecido muscular de homens eugonadais. Através do uso da medida de imagens de

ressonancia magnética eles observaram que dez semanas de administragdo de testosterona
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(600 mg/semana) poderia levar a um acréscimo da area dos musculos biceps braquial e
quadriceps. Os ganhos na massa muscular foram maiores quando a administracdo da
testosterona foi combinada com o treino de for¢a. Em outro estudo, diferentes dosagens de
testosterona (25, 50, 125, 300 e 600 mg/semana) foram administradas por dez semanas em
voluntarios ndo treinados. Os efeitos encontrados no volume do musculo quadriceps foi dose
dependente (BHASIN et al, 2001).

Como ja& foi descrito, a administragdo de EAA aumenta a concentracdo de
hemoglobina no soro (HARTGENS; KUIPERS, 2004). Alén (1985) descreveu o aumento da
concentragdo de hemoglobina no soro, do hematdcrito, do nimero de células sangiiineas
brancas e plaquetas em atletas apos seis meses de administragdo de EAA em altas doses.
Entretanto ndo foi relatado o aumento no desempenho de atletas de endurance com o uso de
EAA. Um estudo em ratos mostrou que a administragdo de decanoato de nandrolona
associada ao treino em esteira nado melhorou o desempenho, o VO, maximo ¢ a capacidade do

sangue em transportar o oxigénio nao foram alteradas (GEORGIEVA; BOYADIJIEYV, 2004).

2.6 Principais efeitos adversos dos EAA

Apesar da insisténcia no relato dos efeitos nocivos a saude do uso de EAA, ha
muitos relatos na literatura indicando que um nimero substancial de atletas aceita esse risco e
continuam utilizando esse tipo de droga (HARTGENS; KUIPERS, 2004). Para Hartgens e
Kuipers (2004) a maioria dos estudos ndo foi capaz de extrapolar as conseqiiéncias do uso de
EAA na vida real e esses efeitos podem ser mais pronunciados do que os demonstrados em
laboratdrio. Os efeitos adversos provocados pelo uso de EAA estao relacionados ao tipo de
substancia utilizada, a dose, freqiiéncia de uso, a idade, e o uso concomitante de varias dessas
drogas. (BAHRKE; YESALIS, 2004; MARAVELIAS et al, 2005). Estudos em laboratorio e
clinicos tém mostrado sérias mudangas nos fatores de risco para doengas cardiovasculares,
tumores no figado e infertilidade, e ainda alteragcdes fisiologicas de diversos orgdos e
sistemas, sugerindo possiveis problemas de saude subseqiientes. Efeitos psiquicos e de
comportamento, alteragdes na prostata e na fun¢do imune também sdo dareas

pesquisadas (BAHRKE; YESALIS, 2004).

2.6.1 Efeitos no sistema reprodutivo
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Visto que os EAAs sdao derivados da testosterona eles exercem efeitos
importantes no sistema reprodutivo e nos hormonios sexuais. A administragdo de EAAs
provoca distirbio na produgdo enddgena de testosterona e gonadotrofinas (LH e FSH). A
supressao da producdo desses hormoénios induz a atrofia testicular, reduz a producgdo e a
qualidade do sémen, e também a quantidade e mobilidade dos espermatozoides. Alguns tipos
de EAA podem sofrer aromatizacdo em estrogénio e produzir ginecomastia (desenvolvimento
da mama) em homens (BAHRKE; YESALIS, 2004; EVANS, 2004; HARTGENS; KUIPERS,
2004; MARAVELIAS et al, 2005). Nas mulheres o uso de EAA causa alguns efeitos
masculinizantes como, aumento de pélos faciais, engrossamento da voz, hipertrofia do
clitoris, alteragdes no ciclo menstrual, queda de cabelo, redugdo dos seios, hirsutismo
(crescimento de pélos em locais caracteristicamente masculinos). Alguns desses efeitos se
tornam irreversiveis mesmo apos a suspensdo do uso (BAHRKE; YESALIS, 2004; EVANS,
2004; HARTGENS; KUIPERS, 2004; MARAVELIAS et al, 2005).

2.6.2 Efeitos hepaticos

A estrutura e a funcdo do figado sdo alteradas pelo uso dos EAAs. As
disfungdes hepaticas estdo normalmente associadas com os esterdides 17-a alquilado que sao
formas de administragdo oral e a extensiva metabolizacdo dessas formas leva a significantes
efeitos hepatotdxicos. Ha o aumento no risco de hepatite peliosis, essa forma rara de hepatite
¢ caracterizada pela formacdo de multiplos cistos cheios de sangue dentro do figado, os quais
podem ser fatais. A ictericia colestatica pode ocorrer ocasionalmente com o uso de esteroides,
mas pode ser resolvida apos a suspensao do uso da droga. Alguns 6Obitos entre atletas com
historico de uso extensivo de EAAs ja ocorreram devido ao aparecimento de carcinoma
hepatocelular ou da ruptura de tumores hepaticos (BAHRKE; YESALIS, 2004;
MARAVELIAS et al, 2005; VELAZQUEZ; ALTER, 2004; THEIN; THEIN; LANDRY,
1995).

2.6.3 Efeitos cardiovasculares

O abuso de EAA tem sido associado com a ocorréncia de sérios efeitos
cardiovasculares, incluindo o desenvolvimento de cardiomiopatias, fibrilacao atrial, acidente

vascular cerebral, infarto do miocardio, distirbios do sistema hemostatico, trombose
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ventricular e embolia sistémica, e faléncia aguda do coragdo. As pesquisas tém focado na
avaliacdo dos fatores de risco para doencas cardiovasculares, como hipertensao, alteracdo do
perfil lipoprotéico, e no exame da estrutura e do funcionamento cardiaco para avaliar como os
EAA podem afetar o sistema cardiovascular (HARTGENS; KUIPERS, 2004).

Viérios estudos tém demonstrado significante diminui¢do nos niveis de HDL
(lipoproteina de alta densidade) e aumento nos niveis de LDL (lipoproteina de baixa
densidade) com o uso de EAA. A diminui¢ao dos niveis de HDL se deve a acdo da enzima
HTGL (triglicerideo lipase hepatica), que regula os lipidios do sangue (HARTGENS;
KUIPERS, 2004; SHAIDI, 2001). Hartgens et al. (2004) relataram que a administracdo de
varios EAA simultaneamente, durante 14 semanas, produziu profundos efeitos desfavoraveis
nos lipidios e lipoproteinas, levando a um aumento no perfil lipidico aterogénico. Essas
mudangas persistem ainda apds a interrup¢ao do uso e a normalizacdo depende do tempo de
utilizagdo dessas drogas.

A hipertensdao tem sido relacionada com o uso de EAA, porém os dados da
literatura ainda sdo inconclusivos. O aumento da pressdo arterial que ocorre nesses casos
parece ser pequeno e transitério, indicando que o impacto na satde dos atletas pode ser
pequeno (HARTGENS; KUIPERS, 2004; URHAUSEN; ALBERS; KINDERMANN, 2004).
O uso de esteroides anabolicos tem sido relacionado a mudangas irreversiveis no miocardio
tais como a hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo. Nieminen et al. (1996) analisando
quatro pacientes os quais treinavam e fizeram uso de EAA por muitos anos, encontraram em
todos eles hipertrofia cardiaca anormal. Em dois casos dos quais eles fizeram biopsia foi
encontrada uma fibrose difusa no miocardio. Dois dos pacientes apresentavam sinais de
insuficiéncia cardiaca, e outros dois mostraram falha no fluxo ou perfusdo coronaria. Foram
verificados também dois diferentes efeitos adversos potencialmente letais, arritmia ventricular

maligna e trombose cardiaca.
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2.6.4 Efeitos psicologicos e comportamentais

A testosterona per se ndo causa mudangas no comportamento. Ela pode alterar
a probabilidade de um comportamento particular ocorrer na presenga de um estimulo
especifico. Os hormonios sexuais podem influenciar regides do sistema nervoso central
(SNC) os quais contem receptores de hormonios. Os androgénios t€ém um papel critico no
comportamento masculino, embora isso seja profundamente influenciado por fatores
intrapsiquicos, sociais, somaticos e culturais (CHRISTIANSEN, 2001). Os principais efeitos
psicologicos relacionados aos EAA ja relatados sdo agressividade, euforia, depressdo,
alteracdes no humor e na libido, e até alucinagdes (psicose) (MARAVELIAS, 2005; THEIN;
THEIN; LANDRY, 1995). O aumento na agressividade parece ser dose dependente e os
efeitos podem nao ser uniformes em todos os individuos (CHRISTIANSEN, 2001; POPE Jr;
KOURI; HUDSON, 2000).

A suspensdo do uso de EAA pode levar a alguns sintomas de dependéncia
como ansiedade, irritabilidade, insonia, calor intenso, suor, calafrios, anorexia, nausea,
vOmito, taquicardia, hipertensdo e acredita-se que esteja relacionado com a interrupgao apds o

uso em altas doses (MARAVELIAS, 2005).

2.6.5 Efeitos musculoesqueléticos

O uso de substancias androgénicas em criancas pode levar ao fechamento
prematuro das epifises o que resultaria na diminuicdo do crescimento e conseqilientemente da
altura na idade adulta (SHAHIDI, 2001).

O aumento de danos no musculo e no tendao tem sido notado em usuérios de
EAA. Acredita-se que a sobrecarga nos tenddes causada pelo aumento da for¢a muscular com
o uso de EAA e o treinamento pode levar a ruptura do tendao (MARAVELIAS et al, 2005).
Além disso, o uso de esterdides combinado com o treinamento pode causar alteragdes
estruturais ¢ biomecanicas no tendao (VISURI; LINDHOLM, 1994). Virios trabalhos tém
relatado casos de rompimento do tenddo em atletas que usaram EAA por longos periodos.
David et al. (1995) em um estudo de caso relataram o rompimento dos tenddes de ambos
musculos quadriceps de um fisiculturista que confirmou ter administrado EAA em doses
muito maiores do que as indicadas para uso terapéutico. Visuri ¢ Lindholm (1994) encontram

também um paciente com ruptura do tendao distal do mutisculo biceps braquial. Esse individuo
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foi fisiculturista e se auto-administrava um coquetel de compostos anabodlicos em alta

dosagem e por longo periodo.

2.7 Estrutura e composi¢ao dos musculos esqueléticos

Os musculos estriados esqueléticos sdo formados por feixes de células
cilindricas, muito longas e multinucleadas que apresentam estriagdes transversais € com um
diametro que varia de 10 a 100 micrometros, chamadas fibras musculares. As células
musculares t€m origem mesodérmica e sua diferenciacdo ocorre principalmente devido a um
processo de alongamento gradativo, com simultanea sintese de proteinas filamentosas. Em um
musculo, os feixes de fibras musculares estdo agrupados organizadamente em feixes
envolvidos por uma membrana externa de tecido conjuntivo, chamado epimisio. Dele partem
septos muito finos de tecido conjuntivo, que se dirigem para o interior do musculo, dividindo-
o em fasciculos. Esses septos sdo denominados perimisio. Cada fibra muscular, por sua vez, ¢
envolvida por uma camada muito fina de fibras reticulares formando o endomisio. As fibras
musculares se adelgacam nas extremidades, observando-se a transi¢do gradual de musculo
para tenddo. Os vasos sangiiineos penetram no musculo através dos septos de tecido
conjuntivo ¢ formam uma rica rede de capilares que correm entre as fibras musculares
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1990; McARDLE; KATCH; KATCH, 2001).

O tecido conjuntivo mantém as fibras musculares unidas, permitindo que a
forca de contragdo gerada por cada fibra individualmente atue sobre o musculo inteiro,
contribuindo para a sua contragdo. Por intermédio do tecido conjuntivo a forca de contragdo
do musculo se transmite a outras estruturas como tenddes, ligamentos, aponeuroses € 0Ssos

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1990).
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A fibra muscular ¢ delimitada por uma membrana, o sarcolema, e seu
citoplasma apresenta-se preenchido principalmente por fibrilas paralelas, as miofibrilas. Estas
estruturas sdo cilindricas, apresentam um diametro de 1 a 2 pm e correm longitudinalmente a
fibra muscular. Ao microscopio Optico aparecem com estriagdes transversais pela alternancia
de faixas claras, ndo coradas com hematoxilina e escuras, coradas com hematoxilina. Ao
microscopio de polarizagdo, a faixa escura ¢ anisotrdpica, duplamente refratavel
(birrefringente), e recebe o nome de banda A, enquanto a faixa clara, ou banda I, ¢ isotropica,
refratdvel uma tnica vez. No centro de cada banda I aparece uma linha transversal escura, o
disco Z. A estriacdo da miofibrila é devida a repeticdo de unidades iguais, chamadas

sarcomeros. Cada um deles ¢ formado pela parte da miofibrilas que fica entre dois discos Z
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sucessivos e contém a banda A separando duas semibandas I. No centro da banda A pode ser
observada uma zona mais clara, a banda H. O estudo do sarcomero ao microscopio eletronico
revela que o modo acima descrito ¢ devido, principalmente, a presenca de dois tipos de
filamentos, dispostos longitudinalmente ao eixo mais longo das miofibrilas e organizados
numa distribuicdo simétrica e paralela. Do disco Z, partem filamentos muito finos que correm
até a borda externa da banda H. Outro tipo de filamento, mais grosso, ocupa a regido central
escura do sarcomero (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1990; McARDLE; KATCH; KATCH,
2001).

As miofibrilas do musculo estriado contém pelo menos quatro proteinas
principais: miosina, actina, tropomiosina e troponina. A primeira forma os filamentos grossos
e as trés ultimas formam os filamentos finos.

A actina apresenta-se sob a forma de estruturas longas e fibrosas (actina F)
formada por duas cadeias de mondmeros globulares (actina G) torcida uma sobre a outra, em
dupla hélice. As moléculas de actina G possuem assimetria estrutural e quando elas se
polimerizam para formar a actina F, a frente de um mondémero combina-se com a parte
posterior do outro, produzindo um filamento polarizado. Cada mondémero globular de actina
G possui uma regido onde a miosina pode se combinar (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1990).

A tropomiosina ¢ uma molécula longa e fina, polarizada, contendo duas cadeias
polipeptidicas em a-hélice, uma enrolada na outra. As moléculas de tropomiosina unem-se
umas as outras pelas extremidades para formar filamentos longos que se localizam sobre as
subunidades de actina, ao longo do sulco existente ente os filamentos de actina F. Nos
filamentos finos uma molécula de tropomiosina envolve sete moléculas de actina G e tem um
complexo de troponina preso a sua superficie JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1990).

A troponina ¢ um complexo de trés subunidades: TnT (troponina T), que se liga
fortemente a tropomiosina; TnC (troponina C) que tem grande afinidade pelos ions calcio; e
Tnl (troponina I), que inibe a interacdo entre a actina ¢ a miosina ¢ tem alta afinidade pela
actina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1990).

A molécula de miosina tem a forma de bastdo com 20 nm de comprimento e 2-
3 nm de didmetro, sendo formada por dois peptideos enrolados em hélice, ao longo de toda a
extensdo da molécula. Em uma de suas extremidades a miosina apresenta uma saliéncia
globular ou cabeca, que possui locais especificos para a combinagdo com ATP e ¢ dotada de
atividade ATPésica. Nessa regido se encontra o local de combinagdo com a actina. Se for
tratada por enzimas proteoliticas, a molécula de miosina é clivada em duas por¢des: um

fragmento de meromiosina leve e uma fracdo de meromiosina pesada. O fragmento leve
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corresponde a maior parte da porcdo em bastdo da molécula, enquanto a pesada contém a
saliéncia globular mais uma pequena parte do bastdo. As moléculas de miosina sao dispostas
nos filamentos grossos de tal maneira que suas partes em bastdo se sobrepdem e as cabecas
situam-se para fora. Imagens de microscopia eletronica mostram a presenca de pontes
transversais entre os filamentos finos e grossos. Essas pontes sao formadas pela cabega da
miosina mais um pequeno segmento da parte alongada da molécula, denominado brago. A
ATPase das cabecas da miosina estd envolvida diretamente na transducdo da energia quimica
em energia mecanica, durante a contragdo muscular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1990;
McARDLE; KATCH; KATCH, 2001).
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Figura 4. Estrutura da fibra muscular. Fibra muscular organizada em
unidades funcionais denominadas, sarcomeros (d, e). A fibra
muscular é composta por proteinas contrateis: actina (j, k) e miosina
(1, m, n) (GUYTON; HALL, 2002).
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2.8 Tipos de fibras musculares

Existem diversas maneiras de classificar as fibras musculares de acordo com o
método empregado para sua andlise. Um dos métodos mais populares para separar as fibras
em grupos ¢ baseado na sensibilidade da enzima adenosina trifosfatase miofibrilar (mATPase)
ao pH. Para tanto ¢ utilizado o método histoquimico que permite classifica-las nos tipos I ou
II, com seus subtipos I1A e [IB (MINAMOTO, 2005; STARON, 1997).

As fibras do tipo I geram energia para a ressintese do ATP predominantemente
através do sistema aerobio de transferéncia de energia, e, portanto possui muitas enzimas
envolvidas no metabolismo oxidativo (ciclo de Krebs e cadeia transportadora de elétrons)
(KARP, 2001; McARDLE; KATCH; KATCH, 2001). Essas fibras possuem ainda atividade
relativamente lenta de miosina ATPase, mitocondrias grandes e numerosas, grandes estoques
de triglicerideos e tém menor capacidade de manipulagdo do célcio. As mitocondrias grandes
e numerosas combinadas aos altos niveis de mioglobina conferem as fibras do tipo I sua
pigmentacao avermelhada caracteristica. Elas receberam a designagdo de fibras LO (lentas-
oxidativas) para descrever sua velocidade de encurtamento lento e sua dependéncia do
metabolismo oxidativo. Elas sdo recrutadas seletivamente em atividades aerdbicas, sdo mais
resistentes a fadiga e requerem um baixo nivel de produgdo de forca (KARP, 2001;
McARDLE; KATCH; KATCH, 2001).

As fibras do tipo II apresentam grande atividade quando colocadas em meio
basico. Elas possuem alta capacidade para a transmissao eletroquimica dos potenciais de agao,
alta atividade de miosina ATPase, seu reticulo sarcoplasmatico ¢ eficiente promovendo a
liberacdo e captagao rapidas dos ions calcio (McARDLE; KATCH; KATCH, 2001;
MINAMOTO, 2005). Todos esses fatores contribuem para a geragao rapida de energia dessas
fibras para as contragdes rapidas e poderosas, por isso sdo denominadas fibras de contragdo
rapida. Elas se valem de um sistema glicolitico de fornecimento rapido de energia que ¢
gerado pelas vias anaerdbicas (McARDLE; KATCH; KATCH, 2001). As fibras do tipo II sao
subdivididas em IIA e IIB. As fibras do tipo IIA sdo consideradas intermedidrias, e
representam a transi¢do entre os dois extremos, as do tipo I e IIB. Estruturalmente apresenta
um grande neuronio motor, alta densidade de mitocondrias, média densidade de capilares e
conteudo médio de mioglobina. Possui ambas as atividades enzimaticas oxidativa e glicolitica

com um grande estoque de fosfocreatina e glicogénio e niveis médios de triglicerideos e
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moderada resisténcia a fadiga. Funcionalmente as fibras do tipo IIA s3o recrutadas em
atividades anaerdbicas longas com um trabalho de forca relativamente alto. Por outro lado, as
fibras do tipo 1IB sd@o muito sensiveis a fadiga e sdo utilizadas em atividades anaerdbicas
curtas de alta producdo de for¢a. Possuem um grande neurdnio motor, como as fibras do tipo
ITA, porém, exibem poucas mitocondrias, baixa densidade capilar e conteudo pequeno de
mioglobina. Elas contém grande quantidade de enzimas glicolitcas e poucas enzimas
oxidativas, os contetidos de fosfocratina e glicogénio sdo abundantes e hé baixos estoques de
triglicerideos (KARP, 2001).

Através da identificacdo das diferentes isoformas da cadeia pesada da miosina
(myosin heavy chain, MHC) pela técnica de imunohistoquimica, utilizando anticorpos
antimiosina, outras subunidades das fibras do tipo II foram determinadas. A MHC ¢ a por¢ao
da cabec¢a da molécula de miosina que determina a velocidade da reacdo das pontes cruzadas
da miosina com os filamentos de actina, ¢ conseqiientemente, a velocidade de contragao
muscular. As diferentes isoformas de MHC sdo, portanto classificas pelas suas diferentes
atividades ATPésicas (DeNARDI et al, 1993; BALDWIN; HADDAD, 2001). Além dos tipos
de fibras rapidas conhecidos, ITA e IIB foi determinada também a fibra 2X (ou IID),
encontrada em abundancia no musculo diafragma de ratos (DeNARDI et al, 1993;
HAMALAINEN; PETTE, 1993). Essas fibras sio denominadas “puras” e ha também as fibras
mistas, denominadas “hibridas”, I[IBD, IIAD. Acredita-se que sdo produtos da transformacao
de um tipo de fibra para o outro, entretanto ndo ha ainda uma conclusdo se sdo de fato fibras
de transicdo ou fibras estaveis com composi¢do de diferentes MHC (MINAMOTO, 2005;
PEUKER; PETTE, 1997).

2.9 Adaptacgdes do musculo ao exercicio

Vérias modificagdes bioldgicas ocorrem em resposta ao treinamento. Essas
alteragdes sao dependentes do tipo de exercicio e ndo ocorrem exatamente da mesma forma
para todos os individuos. O organismo passa por uma série de adaptagdes com exercicio,
porém serdo descritas aqui apenas as mudangas que ocorrem no musculo esquelético em
resposta ao trabalho fisico.

O treinamento aerdbico produz um aumento no conteido e no tamanho das
mitocondrias no musculo esquelético, com o concomitante aumento nas enzimas do sistema

aerobico. Isso induz a um aumento na capacidade das mitocOndrias em gerar ATP
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aerobicamente. O musculo treinado tem maior capacidade de utilizar os triacilglicerdis
intramusculares como fonte primdria para a oxidagao dos acidos graxos. O exercicio aerdbio
submaximo requer pouca utilizacdo do glicogénio muscular. A oxidagdo dos 4cidos graxos,
combinada com um catabolismo reduzido dos carboidratos, contribui para a homeostasia da
glicose sangiiinea e uma maior capacidade de endurance apds o treinamento aerobico. Ha
também um aumento no fluxo sangiiineo total para o musculo em conseqiiéncia do
treinamento aerobio. O maior débito cardiaco e o aumento na capilarizagdo do musculo sao
fatores responsaveis pelo aumento do fluxo (McARDLE; KATCH; KATCH, 2001). Véarios
estudos t€ém mostrado o aumento da densidade capilar no musculo esquelético com o
treinamento aerdbico e esse aumento ¢ acompanhado pelo aumento da expressdao do fator de
crescimento de endotélio vascular (VEGF), fator chave na indug¢do da formacdo de novos
vasos sangiiineos (JENSEN; BANGSBO; HELLSTEN, 2004; WATERS et al, 2004).

Os atletas de endurance altamente treinados possuem fibras de contracdo lenta
maiores que as fibras de contracdo rapida existentes no mesmo musculo (McARDLE;
KATCH; KATCH, 2001).

Estudos realizados nas ultimas décadas tém mostrado que ambos os treinos de
endurance e forca podem causar a modificacdo das fibras mais rapidas para isoformas de
miosina mais lentas exibindo maior resisténcia (HAMILTON; BOOTH, 2000).

As atividades que exigem um alto nivel de metabolismo anaerdbico, utilizando
fibras glicoliticas, produzem alteragdes especificas nos sistemas de energia imediato e a curto
prazo. Com esse tipo de treinamento se observa aumento significativo nos niveis de repouso
do musculo de ATP, fosfocreatina e glicogénio, acompanhados por uma melhora na forca
muscular. Ocorre também o aumento no tamanho das fibras de contragdo rapida (McARDLE;

KATCH; KATCH, 2001).

2.10 O modelo de salto

O protocolo utilizado nesse trabalho foi baseado no proposto por Silva et al.
(1999), com algumas modificacdes. Esses autores utilizaram um programa de exercicio
anaerdbico para estudar os efeitos dos mesmos na gordura sérica e tecidual de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. Esse programa consistiu de 10 sessdes diarias de 30
segundos de saltos, intercalados por 1 minuto de repouso, cinco dias por semana, em tanques

contendo 4gua a 32° = 1°C, com uma sobrecarga de 50% do peso corporal dos animais. Eles
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encontraram que esse tipo de exercicio diminuiu significativamente a gordura tecidual e os
niveis séricos de colesterol no excesso de gordura da dieta.

Nosso laboratério vem adotando esse protocolo para analisar as alteracdes no
tendao de Aquiles, estrutura fortemente necessaria nesse tipo de exercicio. Foi encontrado um
aumento significante na atividade da MMP-2 (metaloprotease de matriz), proteina importante
no remodelamento de varios tecidos, sugerindo que esse processo foi provavelmente
acelerado, permitindo a adaptagdo do tenddo para uma melhor resposta a intensa demanda
mecanica desse exercicio (MARQUETI et al, 2006). Essa mesma proteina foi analisada no
musculo esquelético pelo nosso laboratério em recente estudo publicado também com o
modelo de salto. A MMP-2 regula a integridade da matriz extracelular e a composicao do
musculo esquelético, papel essencial na proliferacdo e diferenciacdo das miofibrilas,
recuperacdo das fibras apds danos e a manutencdo dos tecidos conectivos que envolvem o
musculo. Foi observado que, nos musculos agonistas para o salto, como o sbéleo e o
gastrocnémio houve aumento da atividade da MMP-2 com o treino. A atividade da MMP-2
nao foi alterada pelo exercicio nos musculos EDL e tibial anterior, que sdo antagonistas a esse
movimento. Esses resultados sugerem que hd um turnover maior da matriz extracelular nos
principais musculos que realizam o movimento (MARQUETI et al, 2008).

Cunha et al. (2005) utilizaram protocolo semelhante para analisar a
concentragdo de triglicerideos no plasma, o contetido de glicogénio no figado e no musculo
esquelético antes e apos o exercicio, com e sem o uso de EAA. Eles relataram que houve
aumento no conteudo de glicogénio do figado apds o treino o que é importante uma vez que
esse oOrgdo ¢ responsavel pela manutencao da glicemia durante o exercicio. Nao houve
influéncia da administragdo de EAA nesse parametro. Na andlise do conteudo de glicogénio
no musculo eles ndo encontraram alteragdo desse parametro no musculo séleo com o
exercicio. Entretanto, a administracdo de EAA aumentou o conteudo de glicogénio nesse
musculo. Na por¢ao branca do musculo gastrocnémio, o qual possui predominantemente
fibras musculares glicoliticas, houve aumento no contetido de glicogénio com o exercicio.
Eles encontraram ainda uma redu¢do significante dos niveis de triglicerideos no plasma em
resposta ao exercicio de alta intensidade, sugerindo que a oxidacdo dos acidos graxos no
periodo de recuperagao apods esse tipo de exercicio ¢ provavelmente influenciado pelo baixo

contetdo de glicogénio no figado apos o treino.
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2.11 Fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF)

O fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) compreende uma familia
de glicoproteinas homodiméricas de aproximadamente 45 kDa, que apresentam oito residuos
de cisteina conservados, na mesma posi¢ao, em um dominio homologo (FERRARA, 1996;
KLAGSBRUN; D’AMORE, 1996; SHIBUYA, 2001; VEIKKOLA; ALITALO, 1999). Essas
moléculas sdo potentes mitdgenos para c€lulas endoteliais vasculares derivadas de artérias,
veias e vasos linfaticos. A familia é composta, nos mamiferos, por cinco membros — VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e PIGF (fator de crescimento de placenta) (FERRARA;
GERBER; LECOUTER, 2003; ROY; BHARDWAIJ; YLA-HERTTUALA, 2006). Esses
membros possuem propriedades fisicas e biologicas diferentes e agem através de receptores
tirosino-quinase especificos — VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3.

O VEGF-A serd mais detalhadamente citado em um topico proprio, pois ¢ a
molécula mais estudada e acredita-se que seja a mais importante na indugdo da angiogénese e
foi utilizada para as analises realizadas nesse trabalho.

PIGF foi identificado primeiramente na placenta mas ¢ também encontrado no
coragdo e pulmdes (ROY; BHARDWAJ; YLA-HERTTUALA, 2006) . Ele se liga apenas ao
VEGFR-1 e essa ligacdo induz a transducdo de sinais intracelulares podendo produzir
diferentes perfis de expressdo génica (ROY; BHARDWAIJ; YLA-HERTTUALA, 2006). PIGF
pode formar heterodimeros com VEGF-A e a combinacdo desses fatores intensifica a
angiogénese dirigida por VEGF-A (TAMMELA et al, 2005).

VEGF-B se liga ao receptor VEGFR-1 e pode formar heterodimeros com
VEGF-A (OLOFSSON et al, 1996). O papel preciso de VEGF-B in vivo ainda ndo ¢ bem
entendido. Ele ¢ altamente expresso no musculo estriado, no miocardio e no tecido adiposo
marrom (NASH et al, 2006).

VEGF-C ¢ produzido como uma proteina precursora e¢ ¢ proteoliticamente
ativado no espaco extracelular por proteases para gerar uma proteina homodimérica com alta
afinidade a ambos os receptores VEGFR-2 e VEGFR-3 (ROY; BHARDWAIJ; YLA-
HERTTUALA, 2006). Ele induz a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia de células
endoteliais (LI; ERIKSSON, 2001). VEGF-C ¢ sugerido como indutor da formag¢ao de vasos
linfaticos durante o desenvolvimento embrionario ¢ na manuten¢ao do endotélio linfatico
diferenciado em adultos (LI; ERIKSSON, 2001).

VEGEF-D ¢ proteoliticamente processado nas suas terminagdes N-terminal e C-
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terminal e sua forma madura se liga aos receptores VEGFR-2 ¢ VEGFR-3 (OTROCK;
MAKAREM; SHAMSEDDINE, 2007). VEGF-D ¢ mitogénico para células endoteliais e pela
sua ligagdo ao VEGFR-3 poderia estar envolvido na regulagdo e/ou diferenciagdo do

endotélio de vasos sangiiineos e linfaticos, assim como VEGF-C (LI; ERIKSSON, 2001).

VEGF exon 2-5 ——

............

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

—

Formation of blood vessels Formation of lymphatic vessels

Figura 5. Especificidade d ligacdo dos membros da familia de VEGF aos receptores de VEGEF,
VEGFR-1, 2 e 3. VEGF-A se liga aos receptores VEGFR-1 e 2, VEGF-B e PIGF se ligam apenas ao
receptor 1 ¢ VEGF-C e D se ligam aos receptores 2 ¢ 3. Modificado de Cébe-Suarez; Zehnder-
Fjéllman; Ballmer-Hofer, 2006.

2.12 VEGF-A

O VEGF-A ou apenas VEGF ¢ a molécula chave na inducdo da angiogénese,
ela causa a proliferacao, brotamento e migragao de células endoteliais. O gene de VEGF-A
esta localizado no cromossomo seis na banda 21.3 e ¢ codificado por oito éxons separados por
sete introns (FERRARA, 1996; ROY; BHARDWAIJ; YLA-HERTTUALA, 2006). VEGF se
liga ao receptor VEGFR-1, com alta afinidade, e ao receptor VEGFR-2 com uma afinidade
menor, porém a resposta desencadeada por essa ligacao parece ser mais intensa (SHIBUYA;
CLAESSON-WELSH, 2006).

VEGEF foi inicialmente descrito como um fator de permeabilidade vascular.
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Acredita-se que o aumento da permeabilidade se d& pela ligacdo do VEGF ao VEGFR-2,
ativando guanilil ciclase e cGMP via um caminho dependente de 6xido nitrico. O aumento
nos niveis de cGMP provavelmente intensifica a permeabilidade vascular pelo aumento de
organelas vesiculo-vasculares, fenestragdes e juncdes intercelulares (ROY; BHARDWAJ;
YLA-HERTTUALA, 2006).

Esse fator de crescimento possui também efeito vasodilatador. VEGF induz o
aumento da produgdo de 6xido nitrico pela enzima 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS)
(CROSS et al, 2003, KROLL; WALTENBERGER, 1999). O 6xido nitrico ativa a guanilil
ciclase que catalisa a conversao de GTP (guanosina trifosfato) para cGMP, o qual ativa a
proteina quinase cGMP- dependente. Essa quinase fosforila uma proteina reguladora para a
bomba calcio-adenosina trifosfatase (Ca’>’-ATPase) do reticulo sarcoplasmatico. A bomba
Ca’"-ATPase diminui a concentra¢do intracelular de calcio levando ao relaxamento da
musculatura lisa do vaso (SANDERS apud PECHANOVA; SIMKO, 2007).

VEGF promove a sobrevivéncia de cé€lulas endoteliais pela indugdo de
proteinas anti-apoptoticas como Bcel-2 (CROSS et al, 2003). A proteina BAD, pro-apoptotica
forma um complexo com Bcl-2 inativando a mesma (ALBERTS et al, 2002; CROSS et al,
2003). A ligagdo de VEGF ao receptor VEGFR-2 ativa uma cascata de sinalizagdo via
fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) culminando na fosforilacdo da BAD pela proteina
Akt/PKB. Uma vez fosforilada, BAD se desliga do complexo ativando Blc-2 e promovendo a
sobrevivéncia dessas células (ALBERTSI et al, 2002; CROSS et al, 2003).

A migracdo de células endoteliais requer a reorganizagdo das proteinas do
citoesquelto como a actina. VEGF induz a migragao dessas células por uma séria de vias de
sinalizagdo intracelulares, incluindo Rac (pequena proteina de ligacdo a GTP), MAPKs
(proteina quinase ativadora mitose) e FAK (quinase de adesdo focal) (CROSS et al, 2003;
OLSSON et al, 2006).

A ligagao de VEGF ao VEGFR-2 leva a ativagao de PLC- y (fosfolipase-C y)
que estimula a via de sinaliza¢ao de PKC (proteina quinase-C) levando a geragdo de inositol
trifosfato (IP;) e mobilizando calcio do reticulo endoplasmatico. Esse caminho via PKC
estimula a cascata Raf-MEK-MAP-quinase que levam a transcri¢do génica para a proliferagao
das células endoteliais (CROSS et al, 2003; OLSSON et al, 2006; SHIBUYA; CLAESSON-
WELSH, 2006).
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Figura 6. Sinalizacdo celular de VEGF. A figura representa o esquema ilustrativo da sinalizagdo intracelular
de VEGF apos sua ligagdo no dominio extracelular do receptor VEGFR-2 (CROSS et al, 2003).

Existem ao menos quatro isoformas de VEGF-A produzidas por splicing
alternativo sendo diferentes pela presenga ou auséncia das seqiiéncias codificadas pelos éxons
seis e¢ sete (FERRARA, 1996; ROY; BHARDWAJ; YLA-HERTTUALA, 2006). Sio
polipeptideos de tamanhos distintos (121, 165, 189 e 206 residuos de aminoacidos) e possuem
afinidades diferentes de ligagdo as proteoglicanas heparana-sulfato (HSPGs) e as
neuropilinas. VEGF-A»; ndo se liga as HSPGs nem as neuropilinas sendo uma forma que se
difunde livremente pelos tecidos. VEGF-A 45 tem propriedades intermedidrias, ¢ secretada,
mas uma fragdo significante permanece ligada a superficie da célula e a matriz extracelular.
As isoformas 189 e 206 se ligam com alta afinidade as HSPGs ficando seqiiestradas na matriz
extracelular e na superficie das células. Elas precisam ser clivadas para gerarem fragmentos
bioativos, por isso, parecem ser menos ativas do que as isoformas 121 e 165. Outras duas
isoformas foram identificadas, mas sdo menos comumente encontradas, VEGF-A 145 e 183.
Em ratos e camundongos sdo encontradas as isoformas 120, 164, 188, elas possuem um
residuo de aminodcido a menos que as formas correspondentes nos humanos (FERRARA,

1996; ROY; BHARDWALJ; YLA-HERTTUALA, 2006; TAMMELA et al, 2005).
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Figura 7. Isoformas de VEGF-A. O splicing alternativo de um unico pré-mRNA produz ao menos
quatro diferentes isoformas que variam no niimero total de aminoacidos (CROSS et al, 2003).

2.13 Receptores e co-receptores de VEGF

Os receptores de VEGF fazem parte da familia de receptores tipo tirosino-
quinase. Eles possuem sete dominios tipo imunoglobulina no dominio extracelular, uma tnica
regido transmembrana e uma seqiiéncia tirosino-quinase consenso que ¢ interrompida por um
dominio de inser¢cdo-quinase, na por¢ao intracelular (FERRARA; GERBER; LECOUTER,
2003; OLSSON et al, 2006; SHIBUYA, 2006). Eles possuem diferentes atividades tirosino-
quinase em resposta ao ligante.

VEGFR-1, também denominado Flt-1 (Fms-tipo tirosino-quinase 1), foi o
primeiro a ser identificado ¢ expresso em células endoteliais , mondcitos/macrofagos, células
dendriticas, osteoclastos, pericitos e trofoblasto na placenta. O mRNA de Flt-1 pode passar
pelo processo de splicing alternativo e gerar uma forma solivel sVEGFR-1 que possui apenas
o dominio extracelular. Essa forma soluvel pode inibir a acdo de VEGF e esta relacionada a
pré-eclampsia (MAYNARD et al, 2003).

VEGFR-2 ¢ conhecido também como KDR ou Flk-1 ¢ altamente expresso em
células endoteliais e também em células tronco hematopoiéticas, osteoblastos, megacariocitos,
células progenitoras da retina, entre outras (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003; ROY;
BHARDWALJ; YLA-HERTTUALA, 2006). Esse receptor é considerado o principal mediador
dos efeitos fisiologicos e patoldgicos de VEGF nas células endoteliais (CROSS et al, 2003).

A regido de ligacdo do VEGF aos receptores VEGFR-1 ¢ VEGFR-2 esta
localizada dentro do segundo e terceiro dominios Ig (OLSSON et al, 2006).
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VEGFR-3 possui caracteristica distinta dos outros receptores. Em sua estrutura
ha uma substituicdo do quinto dominio tipo imunoglobulina, por uma ponte dissulfeto que
mantém a parte N-terminal do dominio extracelular, clivado proteoliticamente, conectado com
o resto da molécula. Esse receptor ¢ expresso em células endoteliais linfaticas, capilares
fenestrados, veias em oOrgdos endocrinos, monocitos e macrofagos (CROSS et al, 2003;
OLSSON et al, 2006; TAMMELA et al, 2005).

As neuropilinas atuam como co-receptores na ligagdo dos VEGFs aos seus
receptores. Essa pequena familia de proteinas transmembrana tipo I inclui a neuropilina-1 e
neuropilina-2. Elas foram inicialmente descobertas no sistema nervoso, onde elas funcionam
como receptores para a familia de semaforinas de classe I (HE; TESSIER-LAVIGNE, 1997).
Quando sdo co-expressas em células com VEGFR-2 elas estabilizam a ligagdo de VEGF a
esse receptor (CROSS et al, 2003; DVORAK, 2005; FERRARA; GERBER; LECOUTER,
2003; OLSSON et al, 2006). A neuropilina-1 é essencial para o desenvolvimento vascular
enquanto a neuropilina-2 ¢ requerida para o desenvolvimento de vasos linfaticos

(KAWASAKI et al, 1999; YUAN et al, 2002).

2.14 VEGF e exercicio

Como ja mencionado anteriormente, a formagao de novos capilares sangiinieos
¢ uma adaptag¢do do musculo esquelético ao exercicio e o VEGF tem um papel essencial na
inducdo desse processo. Varios estudos tém mostrado a expressao de mRNA de VEGF e do
conteudo de proteina desse fator em resposta ao exercicio no musculo esquelético de humanos
e animais. Alguns desses autores acreditam que o modelo de expressao de VEGF depende do
tipo de fibra, da intensidade e do tipo de exercicio. Na literatura disponivel foi encontrado que
ambos os exercicios aerobio e de for¢ca causam o aumento da expressdao do mRNA de VEGF e
do conteudo da proteina desse fator (BIROT et al, 2003; GAVIN et al, 2007, GUSTAFSSON
et al, 2005; JENSEN; BANGSBO; HELLSTEN, 2004; TRENERRY et al, 2007, WATERS et
al, 2004).

Em um estudo onde foram utilizados camundongos com a expressdao de VEGF
reduzida, esses animais apresentaram a perda de dois tercos da capilarizagdo do musculo
esquelético. A reducdo de 80-90% da expressao de VEGF no musculo desses animais induziu

nitidamente um grande impacto no desempenho ao exercicio. Os camundongos puderam
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correr apenas 20% do tempo dos animais controle na mesma velocidade (WAGNER et al,
2006).

Dois estudos compararam a capilarizagdo e a expressdo de VEGF no musculo
vasto lateral de jovens e idosos. Um deles foi realizado com mulheres e o outro com homens.
Eles encontram que tanto a capilarizacdo quanto a expressdao de VEGF sdo mais baixas nos
idosos do que nos jovens, antes € apds o exercicio aerdbico agudo. Eles acreditam que a baixa
expressio de VEGF pode estar envolvida com a baixa capilarizagdo encontrada nos
individuos idosos (CROLEY et al, 2005; RYAN et al, 2006). Em ratos foi encontrado que o
exercicio atenuou a reducdo da capilaridade e ainda reverteu a diminui¢do da expressdo do
mRNA e da proteina de VEGF no coracao induzida pela idade. Esse estudo mostrou também
que os niveis de fosforilagdo da proteina de Akt e eNOS com o exercicio foi modificado em
associagdo com as alteragdes no nivel da proteina de VEGF. Isso sugere que o treino modulou
positivamente a sinalizagdo angiogénica de VEGF diminuida com a idade no coragdo com
mudancas na densidade capilar cardiaca (IEMITSU et al, 2006).

Um dos mais potentes estimulos para a expressdo de VEGF ¢ a hipoxia. Na
presenga de hipdxia hd um aumento do fator induzivel a hipdxia HIF-a, ambos mRNA e
proteina, que estimula a transcricdo do gene de VEGF. O papel da hipoxia esta relacionado a
angiogénese no musculo ativo onde a pO, (pressdo parcial de oxigénio) pode ser baixa.
Alguns experimentos relataram o aumento de HIF-a, tanto do mRNA quanto da proteina
durante o exercicio em humanos (BLOOR, 2005). Entretanto alguns trabalhos levaram a
resultados equivocos nos quais o exercicio em condi¢des de hipoxia/isquemia ndo intensificou
o aumentou da expressio de VEGF, comparado com o exercicio em condigdes de
normoxia/hiperemia. Portanto a relagdo entre pO, dentro do musculo ativo e a resposta de
mRNA de VEGF ainda ndo estd bem estabelecida (PRIOR; YANG; TERJUNG, 2006;
RICHARDSON et al, 1999).

2.15 Angiogénese

A angiogénese ¢ o processo no qual, novos vasos sangiiineos sdo formados a
partir de vasos pré-existentes. Ela ocorre em condigdes fisiologicas (embriogénese, ciclo
menstrual, exercicio, cicatrizacdo de feridas) e patoldgicas (crescimento tumoral, doencas
cardiovasculares, artrite reumatdide). A formacdo de novos vasos pode ocorrer por dois

mecanismos distintos, brotamento e intussuscepcao (PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004; ROY;
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BHARDWALJ; YLA-HERTTUALA, 2006).

A angiogénese por brotamento se refere ao processo pelo qual as células
endoteliais ativadas ramificam-se para fora do capilar existente, estendendo-se através da
matriz extracelular para formar estruturas em forma de corddes. O corddo de células
endoteliais ¢ transformado em um tubo e atado a matriz extracelular. Esse processo requer a
ativacdo das células endoteliais e a degradacao da matriz ao redor do vaso. Esse processo ¢
responsavel pela formagdo de novos vasos sangiiineos em adultos (PRIOR; YANG;
TERJUNG, 2004).

Intussuscepcao se refere ao processo pelo qual um tUnico capilar se divide em
dois pela formagao de uma estrutura em forma de pilar ou pela divisdao longitudinal do limen
do capilar. As células endoteliais ativadas se estendem para dentro do limen formando dois
tubos através dos quais o sangue pode passar. Esse processo requer menor proliferacdo das
células endoteliais e oferece uma grande simplicidade no remodelamento da matriz. Esse
processo ¢ responsavel pela formagdo dos vasos sangiiineos durante a embriogénese
(DJONOV et al 2000; DJONOV; BAUM; BURRI, 2003; KURZ; BURRI; DJONOY, 2003).

Os primeiros passos no processo de angiogénese consistem na vasodilatacio
acompanhada por um aumento na permeabilidade do vaso e a degradacdo da matriz
extracelular ao redor do mesmo, a qual permite que as células endoteliais ativadas e em
proliferacdo, migrem formando estruturas em forma de corddes. Esses novos vasos sdo
estabilizados pela matriz extracelular ao redor, sofrem um processo de maturagdo e precisam
se reintegrar a rede vascular para que se tornem funcionais. As células endoteliais desses
novos vasos devem adquirir fatores de sobrevivéncia que funcionem sob uma variedade de
condigdes (CONWAY; COLLEN; CARMELIET, 2001).

A vasodilatacdo que ocorre nos primeiros passos da angiogénese se deve em
grande parte em resposta ao 6xido nitrico. O aumento na permeabilidade vascular ¢ mediado
por VEGF e ¢ realizado por meio de da redistribuicdo de moléculas de adesdo intracelular,
incluindo a molécula de adesdo de célula endotelial a plaqueta (PECAM)-1 e a caderina
endotelial vascular, (VE)-caderina, e alteragcdes na estrutura da membrana celular via inducao
de uma série de quinases. O extravazamento das proteinas do plasma, também induzido pelo
VEGF, ¢ requerido para criar uma estrutura de suporte temporario para a subseqiiente
migracdo das células endoteliais ativadas (CARMELIET, 2000; CONWAY; COLLEN;
CARMELIET, 2001).

A degradagdo da matriz extracelular ¢ essencial para a formag¢dao dos novos

vasos sangiiineos. Ela envolve uma série de proteases as quais provéem nao apenas 0 espago
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para a migragdo das células endoteliais, mas também resultam na liberacdo de fatores de
crescimento, incluindo bFGF (fator de crescimento de fibroblasto basico), VEGF e o fator de
crescimento tipo-insulina-1 (IGF-1) (BLOOR, 2005; CONWAY; COLLEN; CARMELIET,
2001; PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004). A protedlise da matriz ¢ realizada por vdrias
familias de enzimas, entre elas as matriz metaloproteases (MMPs), plasminogénio e os
ativadores de plasminogénio de tecido e tipo uroquinase (tPA e uPA) (BLOOR, 2005; PRIOR;
YANG; TERJUNG, 2004).

Uma vez degradada a matriz as células endoteliais podem agora se proliferar e
migrar livremente. Nesse passo varios fatores de crescimento agem conjuntamente, entre eles
estao o VEGF, FGFs, PDGF e angiopoietinas (Angl e Ang2). O papel de VEGF na indugao
da angiogénese ja foi descrito anteriormente. Angl via fosforilacdo do receptor Tie2 induz a
proliferacdo de células endoteliais e estimula a interacdo dessas células com as células
periendoteliais. Ang2 junto com VEGF ¢ também angiogénica, porém na auséncia de VEGF
ela pode induzir a regressao dos vasos (CARMELIET, 2000; BLOOR, 2005; CONWAY;
COLLEN; CARMELIET, 2001; PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004).

Apods a migragdo das células endoteliais através da matriz extracelular, elas
reinem-se em cordodes solidos, e subseqiientemente, adquirem um lamen. O didmetro do
limen ¢ fortemente regulado por varios fatores. Enquanto VEGF;,; e VEGF 65 quando ligados
aos seus receptores aumentam a formacao do limen, VEGF g9 diminui o didmetro do mesmo.
Angl junto com VEGF também aumenta o didmetro do limen (CARMELIET, 2000;
CONWAY; COLLEN; CARMELIET, 2001).

Uma vez reunidas em novos vasos, as c¢lulas endoteliais se tornam quiescentes
e sobrevivem por muitos anos. VEGF ¢ uma das moléculas responsaveis pela sobrevivéncia
das células endoteliais. Essa funcdo do VEGF depende da interagdo entre VEGFR-2, (-
catenina e¢ (VE)-caderina. Angl também promove, enquanto Ang2 suprimi a sobrevivéncia
das células endoteliais (CARMELIET, 2000; CONWAY; COLLEN; CARMELIET, 2001).

Com o amadurecimento da rede vascular, as solicitagdes fisiologicas locais
devem ser fornecidas. Para esse fim, as células endoteliais adquirem caracteristicas altamente
especializadas para prover as necessidades funcionais dentro dos tecidos e 6rgaos especificos.
Por exemplo, as células endoteliais nas glandulas enddcrinas, envolvidas nas trocas de
particulas, se tornam descontinuas e fenestradas. Isso ¢ possivelmente mediado pela interacao
entrec VEGF ¢ a matriz extracelular (CARMELIET, 2000; CONWAY; COLLEN;
CARMELIET, 2001).

O estabelecimento da rede funcional ainda requer que os vasos nascentes
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desenvolvam-se em vasos duraveis. A associacao de pericitos e cé¢lulas musculares lisas com
os novos vasos formados regula a proliferagdao, migracao, sobrevivéncia, diferenciagdo das
células endoteliais, além da ramificacdo vascular, fluxo sangiiineo e a permeabilidade
vascular. O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)-BB e seu receptor, PDGFR-f,
tem papéis essenciais na estabilizacdo dos vasos sangiiineos nascentes pelo recrutamento de
células progenitoras mesenquimais. Angl também ¢ critica para a formagdo e estabilizagcdo
dos vasos. Ela estabiliza os vasos nascentes facilitando a comunicagdo entre as células
endoteliais e os pericitos. TGF- Bl promove a matura¢do dos vasos estimulando a produgao
da matriz extracelular e induzindo a diferenciacdo das células do mesénquima em pericitos

(CARMELIET, 2003; JAIN, 2003).
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3 OBJETIVO

Uma vez que nao ha relatos na literatura do efeito dos esterdides anabolicos
androgénicos na expressao de VEGF no musculo esquelético em associagdo com o exercicio
de carga, o objetivo desse trabalho foi analisar a expressao de VEGF no musculo sé6leo de
ratos com a administragdo suprafisioldogica de Decanoato de Nandrolona, associando ao

exercicio de carga na agua.
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4 HIPOTESE

Uma vez que estudos prévios ja relataram o aumento na expressdo do mRNA
de VEGF com o exercicio de for¢a e que nosso grupo, em estudos prévios, encontrou uma
diminui¢do na atividade da MMP-2 no musculo esquelético, com o exercicio ¢ a
administracdo de EAA utilizando o mesmo protocolo e sabendo que essa protease ¢ um fator
importante no processo de angiogénese e na indugdo da secre¢do de fatores angiogénicos

como o VEGF, né6s atribuimos a seguintes hipoteses:

% Hipotese 1: o exercicio de carga realizado na agua promovera o aumento do mRNA

de VEGF no musculo soleo dos animais.

¢ Hipdtese 2: a associagdo do exercicio de carga com a administracdo do decanoato de

nandrolona ird inibir a expressao do mRNA de VEGF no musculo s6leo dos animais.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados neste trabalho 24 ratos machos, Wistar, com peso em torno de
180 g provenientes do Biotério central da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). Os
ratos foram colocados em gaiolas coletivas (seis animais em cada) e mantidos no Biotério do
Laboratoério de Fisiologia do Exercicio desta universidade em temperatura ambiente entre 22 e
24°C com luz controlada em ciclo de 12 horas (claro-escuro). A agua e a comida foram
administradas ad libitum.

O experimento foi conduzido segundo as normas internacionais de ética na
experimentacdo animal (National Research Council, 1996). Todos os procedimentos
utilizados foram aprovados pela Comissio de FEtica na Experimentacio Animal da

Universidade Federal de Sao Carlos, processo n°. 002/2006, parecer 004/2006.

5.2 Desenho experimental

O desenho experimental e o protocolo de treinamento para os animais foram
descrito por Marqueti et al. (2008). Os animais foram separados aleatoriamente em quatro
grupos, sendo eles: sedentario controle (S), sedentdrio com anabolizante (EAA) treinado

controle (T) e treinado com anabolizante (EAAT).

5.2.1 Grupo Sedentario

Neste grupo os animais permaneceram nas suas gaiolas, sem qualquer
atividade fisica, durante o periodo de sete semanas de duracdo do protocolo para os animais
treinados.

5.2.2 Grupo treinado

Os animais desse grupo foram submetidos a um programa especifico de saltos
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em um tubo PVC de 25 cm de didmetro, contendo uma quantidade de agua equivalente ao
dobro do comprimento do corpo do animal, com o objetivo de limitar a alternativa do animal
em ir para outra direcdo ou agarrar-se para subir.

A temperatura da agua foi mantida em aproximadamente 32°C por ser
considerada termicamente neutra em relagdo a temperatura corporal do rato. Foram realizadas
cinco sessdes de treinamento semanais, durante um periodo de sete semanas. O treino era

realizado aproximadamente no mesmo horario sempre ao entardecer.

5.3 Tratamento com EAA

Os animais tratados receberam administracio da droga Deca-Durabolin®
(decanoato de nandrolona, Organon, 50 mg/ml). As doses foram da ordem de 5 mg/kg de
massa corporal do rato (dose suprafisioldgica). A administracdo do anabolizante foi realizada
duas vezes na semana. A aplicacao foi feita via subcutidnea no dorso dos animais.

Os grupos controles receberam uma injecdo de veiculo composta de uma
solugdo contendo 6leo de amendoim (1ml) e alcool benzilico (50ul) que ¢ o mesmo veiculo
dos EAA administrados. A dose do veiculo aplicada estava de acordo com os mesmos
critérios dos animais que receberam o EAA.

O tratamento teve inicio na primeira semana de treinamento, propriamente dito,

totalizando sete semanas de tratamento.

5.4 Protocolo de treinamento

O treinamento constituiu de saltos na dgua, sendo ajustada uma sobrecarga de
acordo com o peso do animal. O protocolo estd de acordo com o modelo de Silva; Marcondes;
Mello (1999), modificado por Marqueti et al. (2003).

A sobrecarga foi acoplada ao térax dos animais através de um colete especial
que permitiu a execucao dos saltos sem que a carga escorregasse dos corpos dos mesmos.

Uma sobrecarga a mais correspondente ao peso do colete quando molhado (20
g), foi considerada e debitada da carga especifica correspondente a massa corporal do animal
para uma melhor precisdo do treinamento.

A atividade de treino foi desenvolvida, como ja citado, num periodo de sete

semanas descritas a seguir:
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- semana pré-treinamento (semana de adaptacdo dos animais ao exercicio,
neste periodo ndo foi feita administracdo de EAA): foi utilizada uma sobrecarga equivalente a
50% do peso do animal, com um nimero de séries ajustadas de duas para quatro repeticdes
ajustadas de cinco para dez saltos, com um intervalo de repouso entre as séries de 30
segundos. A

- 1* semana: inicio do treino com sobrecarga equivalente a 50% do peso
corporal do animal. Foram realizadas 4 séries de 10 saltos, com intervalo de repouso de 30s
entre as séries.

Da 2* a 7* foram realizadas as mesmas quatro séries de 10 saltos com intervalo
de 30s entre as séries, aumentando a sobrecarga em 5% por semana.

- 2% semana: sobrecarga de 55% do peso corporal do animal.

- 3% semana: sobrecarga de 60% do peso corporal do animal.

- 4* semana: sobrecarga de 65% do peso corporal do animal.

- 5% semana: sobrecarga de 70% do peso corporal do animal.

- 6” semana: sobrecarga de 75% do peso corporal do animal.

- 7* semana: sobrecarga de 80% do peso corporal do animal.

Todos os foram pesados as 2% 4* e 6* — feiras, para que o protocolo de

treinamento possa ser desenvolvido.

Figura 8. Colete confeccionado para o acoplamento das cargas na realizagdo
do protocolo experimental. O elastico verde era passado no pescoco do
animal e o fechamento do colete se dava no dorso.
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Figura 9. Um dos animais durante o intervalo entre as séries. O animal ficava
descansando em uma grade durante os 30 segundos de cada intervalo entre as
séries e a mesma era utilizada para auxiliar na retirada do animal da agua
apos os 10 saltos.

5.5 Sacrificio dos animais e retirada do musculo soleo.

Imediatamente apos o término do periodo experimental, os animais foram
sacrificados por decapitacdo em guilhotina. Os animais foram posicionados entdo em uma
mesa cirirgica em decubito dorsal para a retirada do musculo séleo. Os musculos foram
pesados timidos, colocados em eppendorfs, congelados em nitrogénio liquido e estocados a -

80°C.

5.6 Extracido de RNA total.

Dos musculos retirados dos animais foram extraidas amostras de 100 mg e
adicionado 1 mL de Reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA) sendo entio
homogeneizadas com o auxilio do homogeneizador Power Gen1000 (Fisher Scientific) . O
RNA total foi isolado conforme as instru¢des do fabricante. O RNA total foi quantificado por
espectrofotometria com leitura em 260 nm. Todas as solu¢des foram preparadas com agua

tratada com 0,01% DEPC (Dietilpirocarbonato) (livre de RNAse). Todos os materiais
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utilizados na extracdo foram tratados com peroxido de hidrogénio 0,1% e em seguida com
agua livre de RNAse.

A integridade do RNA foi verificada pelo corante brometo de etideo em gel de
agarose-formaldeido 1%, utilizando tampdo MOPS (Acido 3-N Morfolino Propanosulfonico)

(MASEK et al, 2005).

5.7 Sintese de cDNA e PCR semiquantitavo

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1lpg de RNA transcrito
reversamente pela enzima M-MLV (Promega, Madison, WI). A reagdo consistiu de uma
primeira etapa onde foram adicionadas, em microtubos, as amostras de RNA (1 pg), 0,5 ul de
primer poli-T (1 pg/ul) em um volume total < 7,5 de dgua livre de RNAse. Esses eppendorfs
foram levados ao banho seco por 5 min a 70°C e resfriados imediatamente. Em seguida foi
feita uma mistura contendo 2,5 pl do tampao da enzima (M-MLV 5X Reaction Buffer), 0,625
ul de cada ANTP (10 mM) e 0,5 pl da enzima M-MLV transcriptase reversa. Esses volumes
foram multiplicados pela quantidade de amostras. A mistura de volume 5,5 pl foi entdo
adicionada aos microtubos e levadas ao banho seco a 37°C por uma hora. O cDNA foi
estocado a -20°C.

Para analisar o sucesso da sintese de cDNA foi realizado o experimento de
PCR obtendo apenas a amplificagdo qualitativa do gene de VEGF e GAPDH. Os ciclos
consistiram de 95°C por 10 minutos, seguidos de 30 ciclos de amplificagdo a 94°C por 15
segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos, para ambos os genes, com a
utilizagdo de primers especificos. Os resultados obtidos foram resolvidos em gel de agarose
1%.

Nesse trabalho foi utilizada nas anélises a isoforma 165 de VEGF-A, para nao

repetirmos o termo VEGF-A;¢s no restante do trabalho nos referiremos a ela apenas por

VEGEF.

5.8 PCR quantitativo

Os niveis de mRNA de VEGF foram quantificados utilizando o reagente
SYBR®™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Fosters City, CA). Foi utilizado para a
reacdo lul do cDNA produzido, 2 pl de cada primer (Foward e Reverse), 25ul do reagente
contendo corante SYBR Green, Taq DNA polimerase, dNTPs (com dUTP), tampao, e
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completado com 24pul de agua autoclavada para um volume final de 52ul, dividido em dois
tubos (duplicata) cada um com 25pul.

A reacdo foi efetuada no termociclador Rotor Gene RG3000 (Corbett
Research) e os ciclos consistiram de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de
amplificacdo a 94°C por 15 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos. Os
primers de VEGF utilizados foram foward 5’-TGCACCCACGACAGAAGG-3’ e reverse 5’-
GCACACAGGACGGCTTGA-3’, formando um amplicon de 154 pares de base (ASANO et
al, 2007). Os primers de VEGF amplificaram a isoforma de VEGF e foram cedidos pelo
laboratorio de Neurociéncias, Unidade de Plasticidade Muscular, do departamento de
Fisioterapia da UFSCar. Os primers de GAPDH (Gliceraldeido fostato desidrogenase) foram
utilizados como  controle  endoégeno, consistindo de um  forward @ 5’-
GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG-3’ e um reverse 5’-GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA-
3’ (GeneBank: AF106860) formando um amplicon de 196 pares de base (JEMIOLO;
TRAPPE, 2004). As seqiiéncias dos primers de GAPDH foram fornecidas também pelo
laboratorio de Neurociéncias, Unidade de Plasticidade Muscular. Os produtos especificos
foram determinados como picos unicos por meio das curvas de melting. O nivel de expressao
comparativa de cada condi¢do foi calculado pelo método DDCt. Os valores de Ct (Threshold
Cycle) e as curvas de melting foram fornecidos pelo software Rotor Gene — 6. O Ct se refere
ao ponto onde o sinal de fluorescéncia ¢ notado pela primeira vez com significAncia no menor
numero de ciclos. Ele ocorrerd sempre na fase exponencial da amplificagdo (GIBSON; HEID;

WILLIAMS, 1996).

5.9 Analise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + erro padrao da média. Os
niveis de expressdo de mRNA de VEGF foram normalizados pelos niveis de mRNA para
GAPDH. Todos os valores apresentaram distribuicado normal e por isso foi utilizado o teste
Anova one-way. Quando a diferenca apresentada foi significante o teste Tukey foi aplicado
para multiplas comparagdes. Em todos os calculos foi fixado o nivel critico 5% (p < 0,05). O

software de estatistica utilizado foi o Statistica® 6.1.
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6 RESULTADOS

6.1 Peso dos animais

Entre os grupos experimentais ndo houve diferenga significante do peso
corporal, como mostrado na tabela 1. Os valores correspondem a ultima pesagem antes do

sacrificio dos animais.

Tabela 1. Variagdo do peso corporal final entre os diferentes grupos.

Grupos Experimentais*
Peso corporal S T EAA EAAT

(2) (media £ EP) | (media+ EP) | (media+ EP) | (media + EP)
349 +£12,245 | 348 +12,698 | 380+16,388 | 306+ 17,368

*Os valores sdo mostrados como média =+ erro padrao da média, p > 0,05

6.2 Peso dos musculos

Na tabela 2 observa-se que ndo houve diferenga significante no peso dos

musculos entre os grupos apds o experimento.

Tabela 2. Variagdo do peso muscular normalizada pelo peso corporal final entre os diferentes grupos.

Grupos Experimentais*
Peso muscular/peso S T EAA EAAT
corporal (media + EP) | (media + EP) | (media+ EP) | (media =+ EP)
Séleo 53+0,2 54+0,3 5,6+0,2 53+0,2

*Qs valores sio mostrados como média x 10™ + erro padrio da média x 10, p > 0,05

6.3 Extracao de RNA total

Na figura 10 observa-se a integridade do RNA extraido, foi possivel verificar

as bandas correspondentes ao RNA ribossomico 28S e 18S. A figura também mostra que nao
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houve contaminacdo da amostra com DNA genomico.

S T EAA EAAT

28S ——»

18S —»

Figura 10. RNA total extraido do musculo soleo esquerdo de dois animais de cada
grupo, resolvido em gel de agarose-formaldeido 1%. Grupos sedentario (S), treinado
(T), sedentario com administragdo de decanoato de nandrolona (EAA) e treinado
com administragdo da mesma droga (EAAT).

6.4 Sintese de cDNA e PCR semiquantitativo

A partir do RNA foi produzido o cDNA, uma molécula mais estavel
facilitando a manipulagdo nos experimentos seguintes. Com o cDNA foi realizado o
experimento de PCR obtendo apenas a amplificacdo qualitativa do gene de interesse, o gene
de VEGF, pela utilizagdo de primers especifico. Foi realizada da mesma forma a PCR com o
gene controle, GAPDH. Os resultados obtidos da PCR foram resolvidos em gel de agarose

1% e estdo apresentados nas figuras 11 e 12.



T EAA EAAT

200pb —» <« 154pb

100pb —»

Figura 11. Perfil eletroforético de cDNA de VEGF
produzido a partir de RNA total extraido do musculo
soleo. Sendo P = padrio, S = sedentario, T = treinado,
EAA = sedentirio com administracdo de EAA e
EAAT = treinado com administragdo de EAA. As
bandas possuem 154 pares de bases.
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T EAA EAAT

200 pb <«—19%pb

Figura 12. Perfil eletroforético de cDNA de GAPDH
produzido a partir de RNA total extraido do musculo
soleo. P = padrdo, S = sedentario, T = treinado, EAA =
sedentario com administragdo de EAA e EAAT = treinado
com administragio de EAA. As bandas possuem 196
pares de bases.

6.5 PCR em tempo real

Com os primers testados em PCR semiquantitativo, foi realizado entdo o PCR
em tempo real, para a quantificacdo da expressao do mRNA de VEGF. Nesse experimento
foram obtidos os valores de Ct em duplicata e foi calculada a média desses valores para cada
individuo, como mostrado na tabela 3. A tabela traz também as médias dos Cts da expressao
do gene normalizador GAPDH. Em seguida sao mostrados na tabela os valores calculados
para se chegar aos valores de expressdo de cada individuo representados em unidades

arbitrarias (UA).



Tabela 3. Calculo da expressdo do mRNA de VEGF obtido pela PCR em tempo real.
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Grupo GAPDH VEGF ACt | MédiaS | AACt | UA UA
Meédia Cts | Média Cts (média + EP)
Sedentario 12.90 17.56 5,37 6,68 -1.43 | 2.71 1,55+ 0,42
12,05 17,20 5,15 -1,65 | 3,14
12,44 22,87 10,4 3,63 0,08
13,80 19,45 6,07 -0,73 | 1,66
12,29 19,29 7,00 0,19 0,87
13,83 19,92 6,09 -0,59 | 1,51
Treinado 11.81 16.90 5.09 4,72 -1.71 | 3.28 4,34 +0,52

11,62 15,86 4,24 -2,56 | 5091
12,03 16,62 4,59 -2,21 | 4,64
11,61 16,04 4,43 -237 | 5,18
11,69 16,95 5,26 -1,54 | 291
13,16 17,29 4,13 -2,55 | 5,87

EAA 12,60 18,45 5,85 6,57 -0,95 | 1,93 1,58 + 0,41
14,73 21,24 6,51 -0,29 | 1,22
13,40 21,51 8,11 1,30 0,40
11,43 16,83 5,40 -1,40 | 2,64
20,71 27,70 6,99 0,18 0,08
11,44 16,53 5,09 -1,59 | 3,02

EAAT 12,45 17,48 5,03 5,69 -1,59 0,81 | 0,50+ 0,11
11,08 17,99 6,91 -2,44 0,22
11,75 17,53 5,78 -2,09 0,48
10,43 16,15 572 2,25 0,50
11,80 16,83 5,03 -1,42 0,81
12,70 19,87 7,17 -2,55 0,18

O Ct de VEGF e GAPDH foi obtido da média do Ct das duplicatas/amostra. O
ACt, ou delta Ct, é o valor do Ct de VEGF menos o valor do Ct de GAPDH. A média S ¢ a

média dos valores de ACt. O AACt (delta delta Ct) € o valor de ACt menos a média S, o AACt

dos grupos S, T e EAA foi calculado em relagdo ao grupo sedentario ¢ o AACt do grupo

EAAT foi calculado em relagdo ao grupo treinado que € o controle para esse grupo. O valor

em UA (unidades arbitrarias) da expressao de VEGF para cada individuo ¢ calculado por 2

AACtCom os valores em UA foram realizados testes estatisticos utilizando o software

Statistica® 6.1. As figuras 13 e 14 contém a representacdo grafica dos valores da expressao

de VEGF em UA.



T EAA
Grupos

Expressdao do mRNA de VEGF em unidades arbitrarias (UA)

Figura 13. Representacdo grafica da expressdo de VEGF em unidades arbitrarias
(UA). S (sedentaro), T (treinado), EAA (sedentario com administragao de EAA). Os
valores com significancia estatistica foram atribuidos para p < 0,05, sendo *p < 0,01.
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Figura 14. Representacdo grafica da expressdo de VEGF em unidades arbitrarias
(UA). Sendo T (treinado), EAAT (treinado com administragdo de EAA). Os
valores com significincia estatistica foram atribuidos para *p < 0, 0001 (muito
significante).

Pelas analises estatisticas foi possivel observar que o grupo treinado teve a
expressdo de VEGF aumentada em relacdo aos grupos que ndo treinaram (S e EAA). Foi
também observada a inibi¢ao na expressao de VEGF nos animais que treinaram e receberam

administracao de EAA em relagdo aos animais que treinaram e receberam o veiculo.
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7 DISCUSSAO

A maioria dos trabalhos que envolvem o musculo esquelético e a administragao
de EAA tem analisado o efeito dessas substancias na for¢ca ¢ no tamanho do musculo. Os
efeitos adversos estudados dos EAA no musculo estdo em grande parte limitados aos danos no
tenddo. Varios estudos tém relatado a ruptura de tenddes devido a grande forca gerada pelo
musculo, em resposta as substidncias anabolicas, que ndo ¢ acompanhada pelo tecido
ineslastico caracteristico do tenddo. Entretanto, hd poucos estudos mostrando os efeitos
adversos intramusculares dessas drogas quando associadas ao exercicio.

O protocolo de treinamento empregado nesse trabalho juntamente com a
administracdo de EAA nao parece ter desencadeado processo hipertrofico no musculo
estudado. Nao houve aumento no peso dos musculos em relacdo ao peso corporal. Entretanto
outras analises para se determinar esse parametro sdo necessdrias. Apesar desse protocolo
favorecer as adaptacdes para hipertrofia, sabe-se que o musculo séleo possui predominancia
de fibras oxidativas, e devido a especificidade muscular diante do treinamento empregado, o
padrdo de recrutamento desse musculo frente ao exercicio pode ndo ter sido eficaz para
desencadear a hipertrofia (CUNHA et al, 2006).

A expressao de VEGF no musculo esquelético em resposta ao exercicio tem
sido muito estudada recentemente. O aumento da expressao do mRNA de VEGF, mostrado
nesse trabalho, no musculo sdéleo de ratos submetidos ao treino de salto na 4gua esta de
acordo com o encontrado na literatura. Gavin e Wagner (2001) relataram o aumento na
expressao do mRNA de VEGF no musculo gastrocnémio de ratos apos uma sessdo de treino
em esteira. Esse aumento foi maior quando o exercicio foi realizado numa intensidade de 50%
do VO, méximo. Gavin et al. (2004) mostraram que apenas uma sessdo de treino foi
suficiente para aumentar a expressao do mRNA de VEGF e que o contetido protéico de VEGF
diminuiu imediatamente apds o exercicio no musculo vasto lateral de homens sedentérios.
Eles acreditam que a proteina seria secretada para o meio intersticial e entraria
subseqilientemente na corrente sangiiinea, ou ainda que essa proteina poderia ser clivada
proteoliticamente dos seus sitios de ligacdo extracelular. Outro trabalho realizado com
animais mostrou que a expressao do mRNA de VEGF em fibras musculares do tipo IIB foi
duas vezes maior do que em outros tipos de fibras. Nesse estudo os ratos foram submetidos a
uma Unica sessdo de treino em esteira por 90 minutos a uma intensidade maior que 50% do

VO, maximo. Isso poderia indicar uma especificidade da expressao do gene de VEGF ao tipo
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de fibra, durante o exercicio (BIROT et al, 2001). Inversamente, Gustafsson et al. (2005) nao
encontraram diferenga na expressao das isoformas de VEGF nos diferentes tipos de fibra.

Gavin et al. (2007) encontraram um aumento na expressdao do mRNA de VEGF
e de seus receptores, além do aumento no contetido da proteina de VEGF no musculo vasto
lateral de humanos com o exercicio agudo de forga. Nesse estudo os individuos realizaram
trés séries de 10 repeticdes a 60-80% de 1 RM (repeticdo maxima) na cadeira extensora com
dois minutos de descanso entre as séries. Outro estudo também encontrou o aumento na
expressio do mRNA de VEGF utilizando um protocolo de forca onde os individuos
realizaram trés séries de 12 repetigdes de extensdo do joelho, com dois minutos de intervalo
entre as séries (TRENERRY et al, 2007).

Os autores Gustafsson et al. (2005) encontram maior expressao do mRNA de
VEGF-A 45 no musculo de humanos em resposta ao exercicio submaximo. Essa isoforma foi
utilizada no nosso trabalho e ¢ descrita em outros trabalhos como a mais encontrada em
diferentes tipos de tecido na indugdo da angiogénese. Outras isoformas também sao expressas
como o VEGF-Ay; e VEGF-A g9 ap06s o exercicio, porém em menor quantidade. Gustafsson
et al (2005) acreditam que a expressdo dessas isoformas se dd de forma temporal. Eles
analisaram a expressao das isoformas VEGF-A 65, VEGF-A|2; ¢ VEGF-A g9 duas e seis horas
apos duas sessdes de exercicio em cicloergdometro, de intensidade subméaxima. O mRNA de
VEGF-A ¢ aumentou significativamente duas horas depois, mas diminuiu em seis horas apos
o término do exercicio. A isoforma 121 também aumentou em duas horas e diminuiu em seis
horas apds as sessoes, mas em quantidade inferior a da 165. J4 a isoforma 189 mostrou um
aumento maior apoés seis horas de terminado o exercicio (GUSTAFSSON et al, 2005).

Como ja descrito anteriormente nesse trabalho, as isoformas de VEGF-A
diferem pela presenga ou auséncia de alguns éxons que determinam a capacidade de ligagao
dessas moléculas a heparana sulfato da matriz extracelular. As isoformas que ndo possuem o
éxon 6 que codifica a ligagdo a heparana sulfato sdo mais difusiveis (VEGF-Aj2; ¢ VEGF-
Ajes). VEGF-Ajy; ainda ndo possui o éxon 7 de ligac@o as neuropilinas na membrana; dessa
forma, acredita-se que ela seja mais rapidamente metabolizada ou lancada na corrente
sangiliinea. VEGF-A 45 se liga as neuropilinas e essas agem como co-receptores auxiliando na
ligacdo do VEGF ao receptor realgando sua atividade. A isoforma 189 se liga fortemente a
heparana sulfato ficando seqiiestrada na matriz sendo necessaria a clivagem dessa molécula
para que ocorra sua interagdo com o receptor (GUSTAFSSON et al, 2005; ROY;
BHARDWAJ; YLA-HERTTUALA, 2006).

Nesse trabalho nds relatamos, pela primeira vez, o efeito do EAA na expressao
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de VEGF no musculo esquelético associado ao exercicio. Foi demonstrado que a
administracdo de EAA durante sete semanas junto com o treinamento causou a inibi¢ao da
expressdo do mRNA de VEGF no musculo séleo dos animais, confirmando a hipdtese 2
atribuida antes da realizacdo dos experimentos.

Recentemente foi demonstrado que a exposicdo de HUVECs (células
endoteliais de veia umbilical humana), que sdo as principais células constituintes da
vasculatura, ao EAA alterou o crescimento dessas células com um forte efeito
antiproliferativo e induziu a apoptose. Esses pesquisadores sugerem que essas alteragdes
encontradas poderiam ser consideradas como efeitos que predispdem sérios danos ao nivel
celular dos vasos o que pode afetar ndo apenas 0s novos vasos em formagao, mas também os
vasos pré-existentes (D’ASCENZO et al, 2007).

Um estudo recente publicado por nosso laboratorio, utilizando o mesmo
protocolo de treinamento, relatou um aumento na atividade da MMP-2 nos musculos séleo e
gastrocnémio dos ratos que treinaram em comparagao com o grupo sedentario. Entretanto,
quando o treino foi associado a administracdo de decanoato de nandrolona houve uma
diminuicdo importante na atividade dessa mesma proteina (MARQUETI et al, 2008). As
MMPs s3o importantes para o remodelamento do musculo na adaptacdo ao exercicio,
incluindo o processo de angiogénese. Além da funcdo essencial de degradar a matriz
extracelular promovendo o espaco para a formacao dos novos vasos, elas induzem a libera¢ao
de uma série de fatores de crescimento pro-angiogénicos incluindo o VEGF. A MMP-2 parece
ser uma das mais importantes MMPs associadas a angiogénese induzida pela atividade fisica,
no musculo esquelético (CARMELI et al, 2004). Rivilis et al. (2002) observaram que o
aumento na MMP-2 no miusculo quando este foi submetido a uma sobrecarga foi
acompanhado por um aumento na capilaridade e na expressdo de VEGF. Haas et al. (2000)
relataram que a estimulacdo crénica dos musculos da pata posterior de ratos induziu uma
potente resposta angiogénica que foi detectada por um aumento na razao capilar/fibra. Eles
observaram também que essa resposta foi aliada ao aumento na produgdo de MMP-2 (HAAS
et al, 2000).

Apesar de o VEGF ser uma molécula importante na inducdo da angiogénese,
outros fatores de crescimento estao também relacionados com esse processo tais como FGF-1
(fibroblast growth factor-1) (PRESTA et al, 2005), TGF-a e B (transforming growth
factor o e B), PGDF (platelet-derived growth factor) e outros (Werner e Grose, 2003). Dessa
forma nao podemos afirmar que a diminuicao da expressao de VEGF com a administragdo de

EAA nesse trabalho foi acompanhada de uma reducdo do niimero de capilares no musculo,
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pois nao foram realizados experimentos que permitissem tal conclusdo como por exemplo, a
contagem de vasos por analises histoldgicas e a deteccao de outros fatores angiogénicos por
PCR em tempo real ou Western Blotting.

Foi feito o Western Blotting para VEGF, mas as bandas encontradas ndo
correspondiam com o tamanho esperado para a proteina. O anticorpo utilizado foi sintetizado
para o VEGF de humano e talvez por isso ndo tenha sido especifico. Como a quantidade de

amostra era limitada nao foi possivel repetir o experimento com outros anticorpos.
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8 CONCLUSAO

Com os dados obtidos nesse trabalho podemos concluir que:

% O treinamento de salto com carga na agua promove aumento na expressao do mRNA
de VEGF.

% O treinamento de salto com carga na agua quando combinado com a administra¢ao de
decanoato de nandrolona, um esteroide anabolico androgénico, inibe a expressao do
mRNA de VEGF.

% As hipdteses atribuidas antes da realizag@o dos experimentos foram confirmadas.
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ANEXO

Anexo 1. Tabela de peso dos animais com as pesagens realizadas durante todo o protocolo
experimental.

TABELA DE PESO — Grupo S (sedentario)
DATA |[CABECA |RABO |DORSO |BARRIGA |PATAD.
30/jan 192 203 209 203 186
1/fev 207 209 223 208 193 | semana adaptagao
3/fev 222 220 230 215 200
o/fev 232 236 205 235 214
8/fev 258 239 252 243 216 carga 50%
10/fev 254 259 251 250 221
13/fev 261 253 274 265 233
15/fev 276 255 277 267 234 60%
17/fev 275 260 280 263 239
22/fev 297 274 302 277 248
24/fev 399 274 305 281 353 65%
27/fev 311 285 315 293 260
I /mar 315 290 320 305 260
3/mar 318 288 318 300 265 70%
6/mar 320 296 325 308 267
8/mar 327 300 327 320 270
10/mar 329 307 328 315 270 75%
80%
20/mar 360 328 358 350 294
22/mar 360 330 360 349 295




TABELA DE PESO — Grupo EAA

DATA |CABECA |RABO |DORSO |BARRIGA |PATAD.
30/jan 211 204 222 267 215
1/fev 232 215 238 283 239
3/fev 250 222 252 297 247 | semana adaptacdo
o/fev 260 232 259 291 260
8/fev 280 240 268 311 273 carga 50%
10/fev 293 244 263 322 280
13/fev 276 223 255 306 267
15/fev 297 236 279 319 285 60%
17/fev 314 248 290 330 305
20/fev 324 256 295 350 319
22/fev 343 262 310 352 322 65%
24/fev 348 267 308 348 325
27/fev 365 278 317 363 340
1/mar 372 280 318 361 342 70%
3/mar 369 288 320 356 342
6/mar 384 294 330 363 352
8/mar 383 300 330 368 350 75%
10/mar 383 301 328 368 355
13/mar 393 306 330 366 358
15/mar 401 311 337 371 370 80%
17/mar 399 317 338 376 375
20/mar 424 328 350 380 386
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TABELA DE PESO - Grupo Treinado (T)
DATA |CABECA |RABO |DORSO |BARRIGA |PATAD.
30/jan 232 231 219 177 207
1/fev 235 238 230 183 215 aZZEf;l;go
3/fev 240 250 240 195 230
6/fev 250 265 260 211 238
8/fev 255 274 266 220 250|  carga 50%
10/fev 258 283 284 227 260
13/fev 274 292 299 244 278
15/fev 269 290 303 247 286 60%
17/fev 275 298 298 250 295
20/fev 285 303 317 261 306
22/fev 285 307 325 262 320 65%
24/fev 288 314 333 270 326
27/fev 298 324 355 284 343
1/mar 300 325 360 287 340 70%
3/mar 297 325 365 297 357
6/mar 298 322 354 280 342
8/mar 313 332 375 297 353 75%
10/mar 313 330 375 298 359
13/mar 325 342 285 307 358
15/mar 323 340 381 306 343 80%
17/mar 330 344 391 315 354
20/mar 335 348 400 328 360




TABELA DE PESO — Grupo EAAT

DATA CABECA RABO

30/jan
1/fev
3/fev
6/fev
8/fev
10/fev
13/fev
15/fev
17/fev
20/fev
22/fev
24/fev
27/fev
1/mar
3/mar
6/mar
8/mar
10/mar
13/mar
15/mar
17/mar
20/mar

204
214
220
223
233
236
257
251
257
266
269
276
278
280
273
276
278
283
275
286
292
285

189
200
210
216
230
235
248
247
260
268
272
273
284
285
285
295
298
299
292
299
302
303

DORSO BARRIGA

214
220
230
234
238
249
262
265
257
279
281
290
296
290
296
298
301
296
228
301
310
306

260
270
283
260
306
319
330
337
345
353
262
364
372
376
372
374
374
320
368
377
380
375

PATA D.
230
245
253
262
275
282
290
302
307
320
328
339
345
345
349 |
350
351
353 |
344
355
361 |
358

65

S€mana

adaptagao

carga 50%

60%

65%

70%

75%

80%



