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RESUMO

As dislipidemias apresentam elevada prevaléncia em todo o mundo e estdo fortemente
associadas com a ocorréncia de doencas cardiovasculares. Embora a etiologia das
dislipidemias seja complexa e multifatorial, a patogénese dessas condi¢des tem sido associada
ao perfil de ingestdo alimentar. Em modelos animais, a exposicdo a dietas
hiperlipidicas/hipercaloricas € extremamente relevante para investigar o efeito do perfil
dietético sobre o metabolismo e estrutura de multiplos 6rgéos e tecidos. Além de interferir no
metabolismo energético celular, a utilizacdo de doses suprafisiologicas de esteroides
anabolizantes tem sido frequentemente associada a elevada toxicidade, causando doencas
renais, cardiovasculares e hepaticas de complexidade variavel. Estd bem estabelecido que o
perfil de ingestdo alimentar possa aumentar ou atenuar a toxicidade induzida diversas drogas,
inclusive hormonios, oferecendo um fator de risco ou protecdo ao organismo. Assim, 0
presente estudo investigou o efeito da dieta rica em gordura trans e esteroide anabolizante
sobre o perfil lipidico, estrutura e funcdo hepatica em camundongos. Sessenta camundongos
C57BL/6 fémeas com 12 semanas de idade foram igualmente randomizados em 5 grupos:
Grupo 1: Dieta padrdo; Grupo 2: Dieta padrdo + cipionato de testosterona (20 mg/kg); Grupo
3: Dieta hiperlipidica; Grupo 4: Dieta hiperlipidica + cipionato de testosterona (10 mg/kg);
Grupo 5: Dieta hiperlipidica + cipionato de testosterona (20 mg/kg). Quando administrado em
animais alimentados com a dieta padrdo (normolipidica e normocaldrica), o anabolizante ndo
induziu alteraces morfofuncionais hepaticas e metabdlicas deletérias. Ao contrario, o
anabolizante foi benéfico ao reduzir os niveis circulantes de LDL colesterol e das enzimas de
funcdo hepética nesses animais. Em combinagdo com a DHH, o anabolizante agravou a
dislipidemia, reduzindo os niveis circulantes de HDL colesterol, aumentando os niveis de
triglicérides e a gravidade da esteatose hepatica em camundongos. Considerados em conjunto,
os resultados permitiram concluir que o perfil dietético é capaz de interagir de forma
complexa com os esteroides anabolizantes, modificando as caracteristicas de susceptibilidade

e resisténcia ao dano morfofuncional hepatico e metabdlico sistémico em camundongos.

Palavras-chave: Esteatose hepatica. Hormdnios esteroides. Nutrigdo experimental.



ABSTRACT

Dyslipidemias exhibit high prevalence worldwide and are strongly associated with the
occurrence of cardiovascular diseases. Although the etiology of dyslipidemia is complex and
multifactorial, the pathogenesis of these conditions has been associated to the food intake
profile. In animal models, exposure to high-fat diets (HFD) constitutes robust experimental
models to investigate the effect of dietary profile on metabolism, organ structure and function.
Beyond interfere with cellular energy metabolism, use of supraphysiological doses of
anabolic steroids has been often associated with high toxicity, causing renal, cardiovascular
and liver diseases. It is well established that the food intake profile can increase or reduce the
toxicity induced by several drugs, including hormones, offering a risk or protection factor to
the organism. The present study investigated the effect of a HFD and anabolic steroid on body
composition, lipid profile, liver function and structure in mice. Sixty C57BL/6 female, 12
weeks of age were randomized equally into 5 groups: Group 1: Standard Diet; Group 2:
Standard Diet + testosterone cypionate (20 mg / kg); Group 3: HFD; Group 4: HFD +
testosterone cypionate (10 mg / kg); Group 5: HFD + testosterone cypionate (20 mg / kg).
When administered in animals fed a standard diet (normolipidic and normocaloric), the
anabolic did not induce deleterious metabolic or morphofunctional changes in liver tissue.
Conversely, anabolic was beneficial in reducing the circulating levels of LDL cholesterol and
liver function enzymes in these animals. In combination with HFD, anabolic steroid worsened
dyslipidemia, reducing circulating levels of HDL cholesterol, increasing triglycerides levels
and the severity of hepatic steatosis in mice. Taken together, the results showed that HFD was
able to interact with anabolic steroids in a complex way, modifying the characteristics of
susceptibility and resistance to morphofunctional liver damage and systemic lipid metabolism

dysfunction in mice.

Keywords: Fatty liver disease. Steroid hormones. Experimental nutrition.
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1 REVISAO DE LITERATURA

A incidéncia e prevaléncia de doencas metabolicas tém aumentado em todo o mundo
(HAMAGUCHI et al., 2005; SCHWENK et al., 2013). Entre todas as doengas cronicas
degenerativas ndo transmissiveis as dislipidemias merecem atencdo, pois tanto de forma
isolada quanto associada a outros fatores de risco elas estdo fortemente associadas com a
ocorréncia de doencas cardiovasculares e acarretam enormes prejuizos socioeconémicos
(SIDNEY et al., 2013). As dislipidemias tém sido amplamente associadas a elevadas taxas de
morbidade e mortalidade, principalmente relacionadas a eventos cardiovasculares como
aterosclerose, coronariopatias, infarto agudo do miocardio e insuficiéncia cardiaca congestiva
(BOULLART et al., 2012; HAMAGUCHI et al., 2005; DAMANI; TOPOL, 2011). Embora a
etiologia das dislipidemias seja complexa e multifatorial, a patogénese dessas condi¢des tem
sido associada a um importante componente genético, o qual pode ser influenciado por fatores
ambientais e habitos de vida, especialmente o perfil de ingestdo alimentar (SCHWENK et al.,
2013).

1.1 Dislipidemia e dieta

Existem evidéncias de que o perfil dietético apresenta uma notavel capacidade de
modificar o metabolismo celular, podendo levar a uma profunda reprogramacgdo molecular,
que inclui a modulacdo dos genes que regulam a estrutura, a funcdo, o crescimento e a
sobrevivéncia celular (CERVATO et al., 1997; SCHWENK et al., 2013). Estas caracteristicas
tém sido provadas para dietas hipercaldricas ricas em carboidratos e lipidios, que tém sido
amplamente aplicadas como modelos classicos de dislipidemia e obesidade em animais por
simular um padrdo de alimentacdo cada vez mais comum em populagcdes humanas. Os
modelos animais expostos a dietas hiperlipidicas/hipercaldricas tém grande aplicabilidade em
estudos pré-clinicos para investigar o impacto das diferentes intervencfes na prevencgdo e
tratamento de condicOes patologicas associadas as dislipidemias. Além disso, apresentam
potencial utilidade para investigar o efeito do perfil dietético sobre o metabolismo e estrutura
de multiplos 6rgéos e tecidos (ROSINI et al., 2012; SAMPEY et al., 2011).
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As dietas hiperlipidicas/hipercaloricas representam modelos Uteis para o estudo da obesidade
humana, pois induzem hiperfagia voluntaria e rapido ganho de massa corporal. Ainda que por
periodos curtos, cerca de quinze dias, estas dietas podem produzir aumentos significativos na
adiposidade corporal em modelo animal. A alta adiposidade esta relacionada mais a um
incremento da gordura visceral do que dos depoésitos subcutaneos (SAMPEY et al., 2011).
Além disso, tem sido descrito que as dietas hiperlipidicas/hipercaldricas ainda sdo capazes de
promover um estado pré-diabético, com aumentos dos niveis de glicose, insulina e acidos
graxos néo esterificados no plasma (BURTON-FREEMAN; SCHNEEMAN, 1996; EBAL et
al., 2007; SAMPEY et al., 2011).

Tradicionalmente, a manipulacdo dietética tem sido amplamente utilizada em estudos
pré-clinicos para o desenvolvimento de modelos experimentais de doencas metabdlicas
(FAZIO; LINTON et al., 2001). Assim, um pré-requisito para o estudo das dislipidemias é o
desenvolvimento de modelos experimentais confiaveis, reprodutiveis e representativos dessas
afeccbes de salde (RUSSELL; PROCTOR, 2006). Mediante exposicdo a dietas
hipercaldricas, especialmente hiperlipidicas, animais de experimentacdo como coelhos, ratos e
camundongos desenvolvem dislipidemia e alteragdes patoldgicas em ¢érgdos alvo como
aterosclerose e esteatose hepatica (SCHREYER et al.,, 2002). Devido a patogénese
multifatorial das dislipidemias, amplo espectro de manifestacdes patoldgicas em mdaltiplos
Orgdos, e atuacdo como fator predisponente para o desenvolvimento de comorbidades, tem se
tornado cada vez mais relevante investigar como e até que ponto as dislipidemias e os habitos
de vida interagem para restringir ou potencializar o risco para afec¢des de salde.

1.2 Esteroides anabolizantes (EA)

Além da dieta, diversas drogas sdo capazes de interferir no metabolismo energético
celular, podendo aumentar ou diminuir o risco de desenvolvimento de doencas metabdlicas. E
amplamente reconhecido que os hormonios esterdides, especialmente a testosterona e seus
diversos derivados, atuam em mudaltiplas vias metabdlicas que regulam o metabolismo
energetico. Além disso, a testosterona atua como um horménio anabdlico de agdo sistémica
que modifica a funcéo e estrutura dos 6rgaos e tecidos corporais (GLAZER, 1991).

Esteroides sdo horménios produzidos pelo cortex da supra-renal ou pelas génadas, 0s

quais sdo responsaveis por diversas fungdes no organismo, tais como controle do



metabolismo geral e determinacdo das caracteristicas sexuais secundarias masculinas (KUHN,
2002). A testosterona exerce efeitos designados como androgénicos e anabdlicos em uma
extensa variedade de tecidos alvo androgeno-dependentes, incluindo o sistema reprodutor, o
sistema nervoso central, a glandula pituitaria anterior, o rim, o figado, os musculos e o
coragdo. Os efeitos androgénicos da testosterona séo responsaveis pelo desenvolvimento do
trato reprodutor masculino e das caracteristicas sexuais secundarias, enquanto que os efeitos
anabdlicos estimulam a fixacdo do nitrogénio e aumentam a sintese proteica celular
(SHAHIDI, 2001). A atividade anabdlica da testosterona e de seus derivados é manifestada
primariamente em sua agdo miotrofica, que resulta em aumento da massa muscular por
aumentar a sintese proteica no musculo e por controlar os niveis de gordura corporal (KAM;
YARROW, 2005).

Os esterdides anabdlicos androgénicos séo substancias sintéticas derivadas da testosterona,
cuja utilizacdo na clinica médica é aprovada por 6rgdos regulatorios, como a Food and Drugs
Administration (FDA) nos Estados Unidos da América (KUHN, 2002) e Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil, para o tratamento de doencas especificas sob
rigorosa supervisdo medica. Os esterdides anabolizantes sdo utilizados em doses terapéuticas
para o tratamento de pacientes com deficiéncia natural de andrégenos, na recuperacao de
cirurgias e atrofias musculares por melhorarem o balanco nitrogenado em estados catabdlicos,
prevenindo a perda de massa magra e reduzindo a deposicdo de tecido adiposo. Também sdo
utilizados no tratamento da osteoporose, do cancer de mama, estagios avancados da sindrome
da imunodeficiéncia adquirira humana, em pacientes com doenca renal crénica submetidos a
dialise, em casos de queimaduras graves, distrofias musculares, e anemias, uma vez que
estimulam a eritropoiese (CELOTTI; CESI, 1992; CREUTZBERG et al., 2003).

O potencial terapéutico da atividade anabodlica da testosterona em vérias condicGes
catabdlicas tem levado a sintese de muitos derivados com atividade biolégica prolongada, os
quais sdao menos androgénicos e mais anabolicos. Os esterdides anabolizantes sdo um
subgrupo dos andrégenos derivados da testosterona, um hormonio esterdide com 19 atomos
de carbono cuja formula estrutural serve como base para todos os anabolizantes. Como a
testosterona tem aproximadamente a mesma agdo androgénica e anabdlica (razéo 1:1), os EA
séo desenvolvidos por meio de variacdo dos grupos funcionais em diversas regides na cadeia
do esterdide na tentativa de dissociar a agdo androgénica da acdo anabdlica (KAM,;
YARROW, 2005).
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Embora os EA tenham sido desenvolvidos para o tratamento medicamentoso de diversas
doencas, especialmente cronicas progressivas e espoliativas, essas substancias vém sendo
indiscriminadamente utilizadas no meio esportivo por individuos aparentemente saudaveis
para melhorar o desempenho fisico de atletas e aumentar a massa muscular devido a suas
propriedades anabdlicas, as quais sdo maximizadas nestas substancias (KUHN, 2002).
Tradicionalmente, atletas e praticantes de recreativos de exercicios fisicos sdo os principais
consumidores dessas substancias para fins estéticos e aumento do desempenho fisico (KAM,;
YARROW, 2005). Nesses casos, a utilizacdo de EA ¢é frequentemente associada a abusos que
exple seus usuarios a riscos de salde. A utilizacdo prolongada de doses suprafisiologicas de
EA, especialmente em individuos saudaveis, tem sido frequentemente associada a elevada
toxicidade e danos funcionais e estruturais em oOrgdos alvo além de disturbios
comportamentais, de humor e de memdria como aumento da libido, hiperatividade, euforia,
irritabilidade, agressividade, ansiedade, confusdo mental e delirios (SHAHIDI, 2001). As
alteracdes patoldgicas fisico-funcionais mais marcantes do abuso de anabolizantes
manifestam-se como alteracdo da tolerancia a glicose com aumentada resisténcia a insulina,
diminuicdo da sintese enddgena de testosterona e horménios da tireoide, disfuncdo hepatica
como esteatose, hepatite, fibrose e adenomas hepatocelulares; e danos cardiovasculares de
complexidade variavel (PERTUSI et al., 2001; SHAHIDI, 2001; SULLIVAN et al., 1998).

Diversos estudos vém demonstrando uma forte associacdo do uso de EA com adaptacdes
patoldgicas no sistema cardiovascular (COHEN et al., 1986; GLAZER, 1991; NIEMINEN et
al.,, 1996; KAM; YARROW, 2005). Em animais de experimentacdo, mudancas
histopatolégicas tais como inflamacéo e fibrose miocardica foram observadas em amostras de
autopsia em ratos apos exposicdo a EA (NIEMINEN et al., 1996). Em humanos foram
descritas alteracbes como hipertrofia cardiaca, prejuizo no fluxo coronario e perfusdo
cardiaca, hiperatividade autonémica simpatica, prejuizo na vasodilatacdo dependente do
endotélio, tromboses, fibrilacdo ventricular, além de associacdo com patologias como infarto
agudo do miocardio, aterosclerose e insuficiéncia cardiaca (TAGARAKIS et al., 2000;
URHAUSEN et al., 2004; WOODIWISS, et al., 2000). Além da ampla variedade de
morbidades decorrentes do uso indiscriminado de EA, Kam & Yarrow (2005) apontaram um
fato alarmante ao destacar que em longo prazo, o risco de mortalidade entre usuarios abusivos

dessas substancias é de aproximadamente quatro vezes maior do que em nao-usuarios.
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Estudos prévios indicaram a influéncia da testosterona e seus analogos sobre o
metabolismo lipidico, com marcante modificacdo dos niveis séricos de colesterol e suas
fracdes em animais e humanos (GLAZER, 1991; SULLIVAN et al., 1998). Em humanos, a
utilizacdo de EA foi capaz de modificar o metabolismo lipidico diminuindo os niveis
plasméaticos de HDL (lipoproteinas de alta densidade) colesterol, indicando marcante
potencial para aumentar o risco de aterosclerose (EBENBICHLER et al., 2001). Também
tem sido descrito importante efeito dos EA sobre a elevacdo dos niveis plasmaticos de
triglicérides (COHEN et al., 1986). Além disso, foi previamente demonstrado que ao
aumentar a atividade da lipase trigliceridea hepatica (HTGL), os EA conduzem a diminuigdo
nos niveis plasmaticos de HDL (GLAZER, 1991) e ao aumento nas concentracdes
plasmaticas de LDL (lipoproteinas de baixa densidade) colesterol como resultado do
aumentado do catabolismo das VLDL (lipoproteinas de muito baixa densidade), podendo
potencializar a aterosclerose (BALDO-ENZI et al., 1990).

17



2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Em 2001, os medicamentos lideraram a lista de agentes causadores de intoxicacdes em
seres humanos no Brasil; comportamento que vém sendo observado desde 1996, de acordo
com os registros do Sistema Nacional de Informacdes Toxico-farmacoldgicas. Nesse cenario,
0s EA e derivados anfetaminicos se destacaram entre os medicamentos utilizados como
drogas de abuso (NOTO et al., 2003). Nas Gltimas trés décadas o uso de EA com finalidade
ndo medicamentosa se difundiu para a populagcdo em geral. Atualmente, essas drogas estéo
sendo utilizados em todo 0 mundo por milhdes de individuos para aumentar a sua forca fisica
e para fins estéticos. Em curto prazo, a utilizacdo de EA parece ter poucas consequéncias
médicas graves, mas, em longo prazo, tem sido associada a sintomas fisicos e psicoldgicos
debilitantes e aumento da morbimortalidade, principalmente relacionada as doengas
cardiovasculares e hepaticas (SAGOE et al., 2014).

Sabe-se que além da dose administrada, a toxicidade de diferentes drogas € influenciada
por maltiplos fatores, incluindo o perfil de ingestdo alimentar do individuo. Assim, esse fator
pode interagir para aumentar ou atenuar a toxicidade induzida por essas drogas, oferecendo
um fator de risco ou protecdo ao organismo. Mediante revisdo de literatura, ndo foram
encontrados trabalhos investigando o efeito combinado da ingestdo de dieta hiperlipidica e o
uso de EA. Assim, o presente estudo propde investigar o efeito da interacdo entre dieta
hiperlipidica/hipoproteica e esteroide anabolico no perfil lipidico e inflamatorio,
remodelamento cardiovascular e hepatico de camundongos. Considerando uma potencial
interferéncia, os resultados poderdo ampliar o conhecimento sobre o impacto da ingestdo

lipidica sobre a toxicidade atribuida ao uso suprafisiologico dos EA.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da dieta hiperlipidica/hipoproteica e esteroide anabolizante sobre o

perfil lipidico, niveis de citocinas, morfologia e funcdo hepatica em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

e Investigar o efeito da interagdo entre dieta hiperlipidica e esteroide anabdlico sobre o
perfil lipidico de camundongos.

e Investigar o efeito da interagdo entre dieta hiperlipidica e esteroide anabolico sobre a
composicdo corporal de camundongos.

e Investigar o efeito da interacdo entre dieta hiperlipidica e esteroide anabdlico sobre
parametros de funcdo hepatica de camundongos.

e Investigar o efeito da interacdo entre dieta hiperlipidica e esteroide anabdlico sobre os
niveis plasmaticos de citocinas pro e anti-inflamatérias em camundongos.

e Investigar o efeito da interacdo entre dieta hiperlipidica e esteroide anabdlico sobre a

morfologia cardiaca, vascular e hepatica em camundongos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Grupos experimentais

Sessenta camundongos C57BL/6 fémeas (n= 60), com 12 semanas de idade foram
obtidos do Biotério Central da Universidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS) e
mantidos no Biotério de experimentacdo animal do Departamento de Biologia Celular e do
Desenvolvimento (BioCD) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). Os animais foram
mantidos em condicBes de temperatura controlada (22 = 2 ° C) com umidade relativa do ar
(60-70%), e ciclos com 12/12 de luz e escuriddo por dia. Os animais foram alocados em
caixas de polipropileno (n= 6 por caixa) nas dimensdes 24,5 cm x 30 cm x 13 cm (largura x
comprimento x profundidade) com cama de maravalha autoclavada seca. Os animais foram
igualmente randomizados em cinco grupos com 12 animais em cada grupo de acordo com o
tratamento recebido como segue: Grupo 1 (G1): Dieta padréo; Grupo 2 (G2): Dieta padrédo +
cipionato de testosterona (20 mg/kg); Grupo 3 (G3): Dieta hiperlipidica/ hipoproteica;
Grupo 4 (G4): Dieta hiperlipidica/ hipoproteica + cipionato de testosterona (10 mg/kg);
Grupo 5 (G5): Dieta hiperlipidica/ hipoproteica + cipionato de testosterona (20 mg/kg).

4.2 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Alfenas, Brasil (Protocolo: 579/2014). O célculo do tamanho
amostral (n=12 por grupo) baseou-se no desvio padrdo, nivel de significancia de 5% e poder
do teste de 95%, admitindo-se que as variaveis sdo quantitativas e instaveis. Alem disso, foi
considerada a razdo de sobrevivéncia e mortalidade de 1:1 com probabilidade de P= % para
ambos 0s casos, bem como para aumentar ou diminuir as variaveis de interesse (ARMITAGE;
BERRY, 1994). Assim, considerando o nivel de significancia a = 0,05, o nimero minimo

significativo de animais utilizados na andlise estatistica foi de p = (1/2) eventos. Nesse caso,
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admitindo-se 50% de mortalidade a confiabilidade dos testes estatisticos ainda pode ser
mantida uma vez que, se n = 5, P = (1/2)° ou P = 0,03; assim, P <0,05. Por esses motivos, 0
numero de repeticdes foi necessario para adequada analise e interpretacdo dos resultados
(NOVAES et al., 2013).

4.3 Protocolo experimental

O protocolo experimental teve duracdo de 12 semanas e 0s animais receberam dieta e
agua ad libitum. Foi utilizada dieta padrdo com a seguinte composicao: Proteina Bruta 22 a
22,5%, lipideos 4,4 a 4,6% e carboidratos de 53 a 55% (Nuvilab Cr-1®, Sdo Paulo, SP,
Brasil). A dieta hiperlipidica foi produzida adicionando-se 60% de lipidios & dieta padrdo
(CATA-PRETA et al., 2011). A composicdo nutricional e o valor energético das dietas sdo
descritos na Tabela 1. Os grupos tratados com esteroide anabolizante receberam injecdo
intraperitoneal de cipionato de testosterona (Deposteron®, EMS, Hortolandia, SP, Brasil) nas
doses de 10 (G4) e 20 mg/kg (G2 e G5) de peso corporal trés vezes por semana com intervalo
de 24 horas entre cada aplicacdo. Apds 12 semanas, 24 horas ap0os a Ultima aplicacdo, os
animais foram eutanasiados por puncdo cardiaca para exsanguinacao apds anestesia com
administracao intraperitoneal de tribromoetanol (250 mg/kg). O sangue foi coletado em tubos
contendo heparina e centrifugado para obtencdo do plasma que foi utilizado em anélises
bioquimicas e ensaio imunoenzimatico. Foi realizada toracotomia e lapatoromia mediana para

coleta do figado e gordura visceral.

4.4 Analise de eficiéncia alimentar e biometria

A ingestdo dietética foi avaliada pelo registro semanal do consumo de dieta. A massa
corporal dos animais foi registrada semanalmente. Para avaliar a eficiéncia alimentar, no
inicio e ao final do experimento, foram obtidos os seguintes parametros: coeficiente de

eficiéncia alimentar (CEA), massa corporal (g), comprimento focinho anus (cm), indice de



Lee, indice de massa corporal (IMC), e taxa especifica de ganho de peso (TEP, g/kg). O CEA
foi estimado pela relacdo entre o0 ganho de peso por quantidade de alimento consumido: CEA
= (massa final (g) - massa (g) inicial) / quantidade total de alimento ingerido no periodo (g)
(CAMPBELL et al., 1963). A massa corporal foi aferida por pesagem direta e 0s parametros
de comprimento determinados com a utilizacdo de fita métrica. O indice de Lee foi
determinado por meio da raiz cubica do resultado obtido na divisdo entre massa corporal (g)
pelo comprimento nasoanal (cm) do animal. O IMC foi determinado a partir da relacdo entre
peso corporal (g) /comprimento nasoanal® (cm?). A TEP foi estimada por meio da relagdo
entre: dM/Mtl, em que dM representa 0 ganho de massa corporal durante o periodo
experimental (massa final [t2] — massa inicial [t1]) e Mtl é a massa corporal do animal em t1
(inicio do experimento) (NOVELLI ET et al., 2007).

4.5 Analises bioquimicas

O perfil lipidico foi avaliado por meio da quantificacdo dos niveis plasmaticos de
colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol e triglicerideos. Adicionalmente, foi
realizada a quantificacdo dos marcadores de funcdo hepética aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, e bilirrubina total. As analises bioquimicas foram
realizadas por meio de espectrofotometria, utilizando kits comercias e as instrugdes fornecidas

pelo fabricante (Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).

4.6 Quantificagdo de citocinas

A expressao de citocinas no plasma foi avaliada por meio de ensaio imunoenzimatico
(ELISA) tipo sanduiche. Para a dosagem de citocinas placas de 96 pogos com alta afinidade
para proteinas foram sensibilizadas com anticorpos de captura para IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5 e
MIP-1a. 50 pL do plasma foram adicionadas aos pogos e incubadas. As placas foram lavadas

e incubadas com os respectivos anticorpos de detecgdo biotinilados. Avidina conjugada a
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peroxidase foi adicionada aos pocos e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente.
Apbs lavagens das placas a reacdo foi revelada com tampéo de revelacdo (0,5 mg/mL de
ortofenilenodiamino (OPD), diluido em tampdo citrato, pH 5,0 contendo 0,05% de H,0,).
Apb6s 15 minutos a reacdo foi interrompida com 4&cido sulfurico 4N. A leitura das
absorvéncias foi medida a 492 nm em leitor de ELISA (ELx50, Bio-Tek Instruments). A
quantificacdo de citocinas foi determinada por meio de obtencdo de curva padrdo, utilizando

citocinas recombinantes com concentrac@es conhecidas.

4.7 Analise histomorfométrica do tecido adiposo

Fragmentos do tecido adiposo visceral foram fixados em solugdo tamponada de
Paraformaldeido a 10% (Tampdo Fosfato 0,1 M, pH= 7,4) durante 48 horas. Apds
desidratacdo os fragmentos foram incluidos em resina histoldgica, obtendo-se cortes semi-
seriados em micrétomo rotativo (Reichert-Jung 2045 Multicut, Alemanha), com 3 pm de
espessura e intervalo de 100 um para evitar a analise de uma mesma area histoldgica. A partir
dos cortes corados com azul de toluidina e montados sobre lamina histolégica, foram obtidas
imagens utilizando-se camera fotografica digital (DsFil, Nikon, Toquio, Japdo) acoplada ao
microscopio oOptico (Eclipse 80i, Nikon, Toquio, Japdo). As imagens foram obtidas com a
objetiva de 40x por meio de programa de captura de imagens (NIS-Elements, Nikon, Téquio,
Japdo). A densidade de numero de adipécitos por unidade de area hislégica (Qa) foi
determinada pelo método estereoldgico como Qa= XQ / At, onde Q" denota o nimero total
de perfis de adipdcitos na area de teste At. A area dos adipdcitos foi avaliada diretamente por
meio de funcdo de contorno utilizando o programa Image Pro-plus 4.5® (Media Cybernetcs,
Silver Spring, USA) (NOVAES et al., 2013).

4.8 Analise da esteatose hepatica
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Fragmentos do Iébulo mediano foram fixados em solugdo tamponada de
Paraformaldeido a 10% (Tampdo Fosfato 0,1 M, pH= 7,4) durante 48 horas a temperatura
ambiente. Os fragmentos foram desidratados em etanol e embebidos em resina histoldgica.
Foram obtidos cortes semi-seriados em micrétomo rotativo com 3 um de espessura. A
esteatose foi avaliada em cortes histologicos corados com hematoxilina e eosina por meio da
estimacdo estereoldgica da densidade volumétrica de goticulas de gordura (Vv, %) no tecido
hepatico (CATTA-PRETA et al., 2011). A Vv foi estimada por contagem de pontos usando a
seguinte formula: Vv = PP (goticulas lipidicas)/PT, em que PP é o numero de pontos que
incidem sobre goticulas lipidicas e PT é o numero total de pontos do sistema de teste
(NOVAES et al., 2013). Para a andlise estereoldgica, um sistema de teste com 300 pontos foi
usado em uma area teste padrdo (At) de 73x10° um?. Para evitar anélises repetidas da mesma
area histoldgica, foi utilizada uma a cada vinte sec¢fes. Foram analisados 50 campos
histol6gicos em cada grupo obtidos aleatoriamente com lente objetiva de 40x, em um total de
3.65x10* um? da érea do figado. A anélise morfoldgica foi realizada utilizando o programa

Image Pro-plus 4,5°.

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram representados como média e desvio padrdo (média = DP). A
normalidade na distribuicdo de dados foi avaliada por meio do teste D'agostino-Pearson.
Dados paramétricos foram comparados por meio da analise de variancia unifatorial (One-way
ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para compara¢Ges multiplas. Dados ndo paramétricos
foram comparados por meio do teste de Kruskal-Wallis. Resultados com p <0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. As analises estatisticas foram realizadas por

meio do programa GraphPad Prism (versdo 5.0).

A composicao das dietas encontra-se na Tabela 1. A DHH apresentou 60% de lipidios e
elevado valor energético (5802 kcal/kg) comparada a dieta controle com 10% de lipidios e

menor valor energético (3713 kcal/kg).
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Tabela 1- Composicao e conteido energético das dietas experimentais.

25

Conteudo (g/kg) DP DH/H
Caseina 140 70
Amido de milho 560,7 206,7
Sacarose 100 50
Oleo de soja 100 -
Gordura vegetal hidrogenada - 600
Fibras 50 25
Mix vitaminico 10 10
Mix mineral 35 35
L-Cisteina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
Total (g) 1000 1000
Energia (kcal/kg) 3713 5802
Carboidrato (%) 71 28
Proteina (%) 14 7
Lipidio (%) 10 60

Fonte: Do autor

Nota: DP, dieta padrdo; DH/H, dieta hiperlipidica/hipoproteica. Os mix de vitaminas e
minerais foram incorporados de acordo com o guia AIN-93.



5 RESULTADOS

Os animais alimentados com dieta padrdo e tratados com anabolizante apresentaram
maior taxa especifica de ganho de peso, ingestdo de dieta e energia, coeficiente de eficiéncia
alimentar, indice de Lee e maior massa corporal final (p<0,05). Os grupos que receberam a
DHH isolada ou combinada com o anabolizante apresentaram pardmetros biométricos
semelhantes em relacdo ao grupo tratado com a DP (p>0,05), os quais foram reduzidos

comparados aos grupos que receberam DP combinada ao anabolizante (Tabela 2), (p>0,05).
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Tabela 2- Parametros biométricos e ingestdo dietética em camundongos controle e aqueles tratados com dieta hiperlipidica/hipoproteica e esteroide anabolizante.

Dieta padréo

Dieta hiperlipidica/hipercalérica

Parametros DP +CT20 DH/H +CT10 +CT20

Massa corporal inicial (g) 19,79 + 0,48° 19,85 + 0,59° 20,05 + 0,42 20,07 + 0,49 19,93 +0,57°
Massa corporal final (g) 28,99 +0,44°  31,30+0,36" 28,89 +0,46°  28,84+045 29,13 +0,34°
Ganho de massa (g/dia) 0,12 +0,01° 0,15 +0,01° 0,12 + 0,01 0,11 + 0,01 0,12 + 0,01
TEP (g/kg) 0,47 + 0,05 0,59 + 0,04 0,44 +0,05° 0,44 +£0,04° 0,46 +0,05°
Consumo de dieta (g/g massa/dia) 0,21 +0,06° 0,30 + 0,04° 0,20 + 0,06 0,23+0,07*® 0,25+ 0,06%"
Ingestdo energética (kj/g massa/dia) 3,26 +0,22° 4,66 + 0,30° 4,86 +0,33° 5,58 + 0,25° 6,07 £0,41°
CEA (%) 1,88 +0,18° 1,51 +0,08° 1,85 +0,16° 1,59 +0,13° 1,49 +0,11°
IMC inicial (g/cm2) 0,24 +0,008° 0,24 + 0,007 0,24+0,007*  0,24+0,010*° 0,24 + 0,007
IMC final (g/cm2) 0,24 +0,007* 0,24 +0,004° 0,24 +0,008°  0,24+0,006° 0,24 +0,009°
indice de Lee inicial 1,29 + 0,011 1,30 £ 0,012 1,30 + 0,009 1,31+£0,015* 1,30 +0,011°
indice de Lee final 1,38 + 0,005 1,40 + 0,003 1,38 + 0,011 1,39 +£0,006° 1,38 + 0,005

Fonte: Do autor

Nota: DP, dieta padrdo; DH/H, dieta hiperlipidica/hipercalorica; +CT10, 10mg/kg de cipionato de testosterona; +CT20, 20mg/kg de cipionato de testosterona; TEP, taxa

especifica de ganho de peso; CEA, coeficiente de eficiéncia alimentar; IMC, indice de massa corporal. a,b,c Diferentes letras nas linhas indicam diferenca estatistica

entre os grupos (p<0,05).
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No periodo inicial do tratamento todos os animais que receberam anabolizante
apresentaram maior ganho de massa. A partir da sexta semana de tratamento a massa corporal
desses animais apresentou comportamento estavel, exceto nos animais que receberam a DP, 0s
quais apresentaram massa corporal final significativamente maior em relagéo aos demais grupos
(Figura 1), p<0,05.
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Figura 1 - Ganho de massa corporal de camundongos controle e aqueles tratados com dieta
hiperlipidica/hipoproteica e esteroide anabolizante.DP, dieta padrdo; DH/H, dieta
hiperlipidica/hipoproteica; +CT10, 10mg/kg de cipionato de testosterona; +CT20, 20mg/kg de
cipionato de testosterona. a,b,c Diferentes letras nas linhas indicam diferenca estatistica entre os
grupos (p<0,05).

Fonte: Do autor

A analise morfoldgica do tecido adiposo encontra-se representada na figura 2. O nimero e

a area dos adipdcitos foram semelhantes em todos os grupos investigados (p>0,05).
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Figura 2- Densidade de nimero (QA) e area de adipécitos de camundongos controle e daqueles tratados
com dieta hiperlipidica/hipoproteica e esteroide anabolizante. DP, dieta padrdo; DH/H, dieta
hiperlipidica/hipoproteica; +CT10, 10mg/kg de cipionato de testosterona; +CT20, 20mg/kg de
cipionato de testosterona. a,b,c Diferentes letras nas linhas indicam diferenca estatistica entre os
grupos (p<0,05).

Fonte: Do autor

Os animais que receberam a DP isolada ou combinada com anabolizante apresentaram
morfologia hepética normal, com hepatdcitos organizados em corddes celulares circundados por
capilares sinusoidais com lume estreito. Os grupos tratados com a DHH apresentaram esteatose
microvesicular e macrovesicular, as quais foram agravadas pela administracdo de anabolizante
de forma dose-dependente (Figura 3), (p<0,05.
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Figura 3 - Estrutura hepatica e niveis de esteatose micro e macrovesicular em camundongos controle e
daqueles tratados com dieta hiperlipidica/hipoproteica e esteroide anabolizante. DP, dieta padréo;
DH/H, dieta hiperlipidica/hipoproteica; +CT10, 10mg/kg de cipionato de testosterona; +CT20,
20mg/kg de cipionato de testosterona. a,b,c Diferentes letras nas linhas indicam diferenga
estatistica entre os grupos (p<0,05).

Fonte: Do autor

Os animais que receberam a DP combinada com anabolizante apresentaram reducao
significativa dos niveis circulantes das enzimas de fungdo hepatica AST e ALT em relagdo ao
grupo tratado apenas com a DP (p<0,05). Essas enzimas foram significativamente aumentadas
nos animais tratados com a DHH e a maior dose de anabolizante (20 mg/kg), p<0,05. Os niveis

de ALP e bilirrubina total foram semelhantes em todos os grupos investigados (Figura 4),
(p>0,05).
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Figura 4 - Niveis plasmaticos de enzimas de fungdo hepética e bilirrubina total em camundongos controle e
daqueles tratados com dieta hiperlipidica/hipoproteica e esteroide anabolizante. DP, dieta padrao;
DH/H, dieta hiperlipidica/hipoproteica; +CT10, 10mg/kg de cipionato de testosterona; +CT20,
20mg/kg de cipionato de testosterona. AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine
aminotransferase; ALP, fosfatase alcalina. a,b,c Diferentes letras nas linhas indicam diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05).

Fonte: Do autor

Os animais tratados simultaneamente com DP e anabolizante apresentaram reducao
significativa dos niveis de colesterol total e LDL colesterol comparados aos demais grupos
(p<0,05). Todos os animais tratados com DHH apresentaram aumento significativo dos niveis de
triglicérides em relagdo aos animais que receberam a DP isolada ou associada ao anabolizante
(p<0,05). Os animais tratados concomitantemente com DH/H e anabolizante apresentaram

reducdo significativa do colesterol HDL em relagdo aos demais grupos, p<0,05 (Figura 5).
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Figura 5 - Perfil lipidico plasmatico de camundongos controle e aqueles tratados com dieta
hiperlipidica/hipoproteica e esteroide anabolizante. DP, dieta padrdo; DH/H, dieta
hiperlipidica/hipoproteica; +CT10, 10mg/kg de cipionato de testosterona; +CT20, 20mg/kg de
cipionato de testosterona. a,b,c Diferentes letras nas linhas indicam diferenga estatistica entre os
grupos (p<0,05).

Fonte: Do autor

A Figura 6 apresenta os niveis de citocinas no plasma de camundongos controle e
aqueles tratados com a DH/H e esteroide anabolizante. Os animais tratados apenas com a DH/H
apresentaram aumento significativo das citocinas IFN-y e IL-2 e reducéo significativa de IL-4,
IL-5 e MIP-1a comparado ao grupo DP (p<0,05). Independente da dieta, os animais tratados
com esteroide anabolizante apresentaram niveis plasmaticos de citocinas significativamente

menores em relacdo aos animais tratados apenas com DP ou DH/H (p<0,05).
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Figura 6 - Niveis de citocinas no plasma de camundongos controle e aqueles tratados com dieta
hiperlipidica/hipoproteica e esteroide anabolizante. DP, dieta padrdo; DH/H, dieta
hiperlipidica/hipoproteica; +CT10, 10mg/kg de cipionato de testosterona; +CT20, 20mg/kg de
cipionato de testosterona. a,b,c Diferentes letras nas linhas indicam diferenga estatistica entre os
grupos (p<0,05).

Fonte: Do autor



6 DISCUSSAO

Embora o perfil de ingestdo alimentar e a utilizacdo de doses suprafisiologicas de EA
possam representar fatores de risco isolados para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(NIEMINEN et al., 1996; SULLIVAN et al., 1998; URHAUSEN et al., 2004) e metabdlicas
(GLAZER, 1991; ROSINI et al., 2012SAMPEY et al., 2011; SCHWINGEL et al., 2011), o
efeito combinado desses fatores sobre a estrutura e funcdo de érgdos e tecidos ainda é pouco
conhecido. Assim, o presente estudo investigou o impacto da administracdo isolada e combinada
de DH/H e EA cipionato de testosterona sobre o perfil lipidico sisttmico, niveis circulantes de
citocinas, estrutura e funcdo hepatica em camundongos. Os nossos achados indicaram que o EA
ndo provocou repercussdes metabolicas e morfofuncionais hepéticas deletérias em animais
tratados com dieta normoproteica e normocalérica. Entretanto, o anabolizante potencializou a
dislipidemia e a gravidade da esteatose hepética induzida pela DH/H ao mesmo tempo em que
reduziu os niveis de citocinas circulantes.

No presente estudo, os animais tratados com dieta padrdo e EA apresentaram
desenvolvimento corporal mais acentuado e mais rapido ao longo de todo o periodo
experimental. Aparentemente esses achados estdo relacionados a maior ingestdo de dieta e
elevada eficiéncia alimentar, caracteristicas consistentes com o efeito orexigénico e anabolico de
esteroides andlogos da testosterona (BRONSON et al., 1996; DARNTON et al., 1999). Existem
evidéncias que a utilizacdo de EA provoca modificacbes comportamentais associadas a
estimulacdo sisttmica do metabolismo energético celular (EVANS 2004; GOOREN, 2009;
GULLETT et al., 2010) e ao efeito direto sobre a funcdo do sistema nervoso central (BRONSON
et al., 1996; JOHANSSON et al., 2000). Assim, 0 aumento do apetite e da ingestdo alimentar
representam efeitos comportamentais tipicos dos EA (DARNTON et al., 1999, GOOREN,
2009), os quais sdo coerentes com a necessidade de aumentar o aporte nutricional para subsidiar
o0 anabolismo celular e o crescimento corporal (BRONSON et al., 1996; GULLETT et al., 2010
JOHANSSON et al., 2000).

Embora a dieta experimental rica em lipidios tenha apresentado elevado valor calérico, 0s
animais tratados com essa dieta apresentaram maior crescimento corporal apenas no inicio do

experimento (primeiras 4 semanas), com estabilizacdo da massa corporal a partir da sexta
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semana de tratamento. Ao final do experimento a massa corporal desses animais foi semelhante
aquela observada para os animais tratados com DP. Tem sido demonstrado que o crescimento
corporal ndo depende apenas do valor energética da dieta. Assim, o conteudo de macronutrientes
e micronutrientes é essencial para garantir o crescimento corporal adequado (CHRISTIAN;
STEWART, 2010; PENITENTE et al., 2013). Principalmente as proteinas exercem papel
fundamental no ganho de massa e crescimento corporal, de modo que a deficiéncia proteica
representa um fator limitante isolado que prejudica o crescimento corporal de forma
independente do valor energético da dieta (CHRISTIAN; STEWART, 2010; PENITENTE et al.,
2013). Em estudo prévio com ratos alimentados com dieta hipoproteica e normocalérica, o
crescimento corporal foi drasticamente prejudicado em relagcéo aos animais alimentados com DP.
Entretanto, a relacdo entre a massa dos 6rgdos e a massa corporal permaneceu inalterada,
indicando que mesmo em condicdes de restricdo proteica 0 organismo parece desviar grande
parte dos aminoacidos para garantir o desenvolvimento das visceras a custa da reducdo do
crescimento corporal geral (PENITENTE et al., 2013).

Considerando que os animais tratados com DH/H e anabolizante apresentaram crescimento
corporal semelhante ao grupo tratado apenas com DP, o contetdo lipidico e energético da dieta
ndo foi capaz de influenciar o efeito anabolico dos esteroides. Por outro lado, a caréncia proteica
parece atenuar ou abolir a acdo anabodlica dos esteroides, prejudicando o ganho de massa
corporal. Apesar das diferencas biométricas, o tratamento isolado ou combinado com dieta e
anabolizante ndo modificaram a estrutura microscépica do tecido adiposo, o qual apresentou
namero e area de adipécitos semelhante. Esses resultados indicaram que o maior crescimento
corporal dos animais tratados com DP e anabolizante foi independente do crescimento das
células adiposas, ocorrendo provavelmente em resposta ao aumento da massa livre de gordura.
Esse efeito foi esperado, uma vez que o musculo esquelético é considerado o principal tecido
alvo dos efeitos anabdlicos dos esteroides androgénicos (CELOTTI; CESI, 1992; EVANS, 2004;
KANAYAMA et al., 2010). Além disso, como os adipdcitos ndo foram influenciados pela
DH/H, parece evidente que até mesmo o crescimento do tecido adiposo ndo depende apenas da
ingestdo lipidica, sendo influenciado pelo contetdo proteico da dieta.

Apesar do efeito limitado sobre o crescimento corporal, a DH/H foi eficiente para induzir
dislipidemia e esteatose hepatica. Entretanto, ndo foram observadas evidéncias de obesidade,
uma vez que os parametros biométricos foram semelhantes aqueles observados para 0s animais

controle tratados com DP. Diversos modelos animais para o desenvolvimento obesidade,
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dislipidemia e doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica tém sido amplamente descritos (FAZIO;
LINTON, 2001; ROSINI et al., 2012; RUSELL; PROCTOR, 2006). Em geral, os melhores
modelos experimentais utilizam dietas hipercaldricas, ricas em carboidratos e/ou lipidios,
componentes tipicos de dietas ocidentais, as quais sdo frequentemente associadas ao aumento do
risco para doengas metabdlicas e cardiovasculares (STRANDBERG et al., 2009; ROSINI et al.,
2012). Especialmente as dietas com elevado teor de lipidios ttm demonstrado grande potencial
para induzir dislipidemia em animais (FAZIO; LINTON, 2001; SAMPEY et al.,, 2011) e
humanos (CERVATO et al., 1997; LICHTENSTEIN et al., 1998; OKREGLICKA, 2015).
Entretanto, mesmo em animais dislipidémicos e naqueles com doenca hepatica gordurosa, nem
sempre ocorre a instalacdo de elevada adiposidade corporal e obesidade (MARCHESINI et al.,
2001; POLYZOS et al., 2012), indicando que a dislipidemia e a esteatose hepéatica podem se
manifestar como entidades morbidas independentes de modificacfes do perfil biométrico. O
desenvolvimento de esteatose hepética secundario a ingestdo de dietas ricas em gordura €
complexo e multifatorial, sendo especialmente relacionado com fatores metabdlicos como a
reducdo da sintese de leptina, deficiéncia na B-oxidacdo, producdo excessiva de citocinas pro-
inflamatorias (ex: TNF-a e IFN-y) e danos oxidativos hepaticos (POLYZOS et al.,, 2012;
TINIAKOS et al., 2010;). Aparentemente, diversas condi¢des patoldgicas, incluindo a obesidade,
diabetes melitus, hiperglicemia, hipertrigliceridemia e intoxica¢Ges por xenobidticos podem
induzir todas as alteracbes metabolicas favoraveis ao desenvolvimento da doenca hepética
gordurosa ndo alcodlica (MARCHESINI et al., 2001; POLYZOS et al., 2012).

Comportando-se como um xenobidtico, uso de EA exdgenos tem sido associado com um
risco aumentado para o desenvolvimento de doencas hepaticas, incluindo esteatose, esteato-
hepatite ndo alcodlica e hepatocarcinoma (LUSETTI et al., 2015; PERTUSI, 2001,
SCHWINGEL et al., 2011). No presente estudo, a administracdo de esteroide anabolizante ndo
modificou a estrutura hepatica, mas reduziu os niveis plasmaticos de colesterol total e LDL sem
alterar os niveis de HDL e triglicerideos em animais tratados com a DP. Surpreendentemente,
esses achados indicam um possivel efeito sistémico positivo do anabolizante em modular o perfil
lipidico para um fendtipo ndo predisponente de doengas metabdlicas e cardivasculares. Dessa
forma, é possivel que na auséncia de comorbidades e em condigdes nutricionais adequadas, o
potencial nocivo dos EA esteja mais associado com a dose, frequéncia e tempo de uso do que
com uma suposta toxicidade intrinseca ligada aos mecanismos de a¢do dessas drogas sobre 0s

Orgdos e tecidos. Por outro lado, a administracdo de esteroide anabolizante estimulou o
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desenvolvimento da dislipidemia e a degeneracgéo tecidual, aumentando a gravidade da esteatose
hepéatica de forma dose dependente em animais tratados com a DH/H. Tém sido amplamente
descrito que o figado é suscetivel ao desenvolvimento de esteatose frente a utilizacdo de EA
(AHMED et al., 2009; DICKERMAN et al., 1999; PERTUSI, 2001; SCHWINGEL et al., 2011).
Existem evidéncias de que as caracteristicas farmacocinéticas dos EA representam elemento
preponderante para a sobrecarga e o desenvolvimento de les6es hepaticas (KICMAN, 2008;
RONE, et al., 2009; SHAHIDI, 2001;). Consistindo de cadeias apolares longas e longo tempo de
meia vida, a biotransfomacgdo dos EA pelo metabolismo hepatico é lenta, de modo que séo
necessarios multiplos ciclos de passagem dos anabolizantes no figado até que a biotransformacao
da molécula original tenha sido suficiente para permitir a sua completa eliminacdo do organismo
(BUTTNER; THIEME, 2010; SHAHIDI, 2001). Em conjunto com lento processamento
metabdlico, elevadas doses, frequéncia e duracdo de administracdo, agravam a hepatotoxicidade
e aumentam a chance de desenvolvimento da doenca hepéatica gordurosa ndo alcodlica
(KANAYAMA et al, 2010; SCHWINGEL et al., 2011). Esse aspecto tem sido comprovado em
estudos prévios, indicando que grande parte dos usuarios nao terapéuticos de EA que
desenvolveram esteatose hepdtica utilizavam elevadas doses de anabolizantes, as quais
frequentemente sdo 100 vezes maiores do que a concentracdo fisioldgica da testosterona
(DICKERMAN et al., 1999; SCHWINGEL et al., 2011).

Uma vez que a dislipidemia e esteatose hepatica foram mais acentuadas nos animais
tratados com a DH/H e anabolizante, o contetdo lipidico da dieta parece interagir de forma
complexa com o anabolizante para potencializar o dano hepatico. Até o presente momento néao
foram encontrados estudos investigando a relacdo entre a composicdo da dieta e toxicidade
hepéatica induzida por EA. Entretanto, sabe-se que a utilizacdo de esterdides anabolizantes
exogenos inibe a biossintese enddgena de esterdides (RONE et al., 2009; SCHWINGEL et al.,
2011). Isto significa que a primeira etapa para a producéo de hormdénios esterdide é dificultada, e
gue o colesterol ndo é convertido em pregnenolona, o produto inicial da reacdo de clivagem da
cadeia molecular do colesterol. Isto pode resultar em armazenamento de colesterol e,
possivelmente, no desenvolvimento de um ambiente adequado para o acumulo de gordura no
figado (RONE et al., 2009; SCHWINGEL et al., 2011). Embora ndo esteja comprovado, €
possivel inferir que a deficiéncia dietética de proteinas pode contribuir para agravar esse

mecanismo devido a producgdo deficiente das enzimas envolvidas no metabolismo hepético de
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substratos lipidicos, favorecendo o acimulo dessas moléculas frente ao maior aporte nutricional
a partir da DH/H.

Ainda nao é bem compreendido se a DH/H aumenta o efeito hepatotoxico do esteroide
anabolizante ou se essa droga aumenta o potencial da DH/H para induzir a doenca hepética
gordurosa ndo alcodlica. Embora ambas as hipdteses possam coexistir, a analise do perfil lipidico
observado no presente estudo indicou que o esteroide anabolizante pode ser capaz de agravar a
dislipidemia, especialmente por estimular o aumento dos niveis circulantes de triglicerideos.
Considerando que os achados do presente estudo foram consistentes com a proposi¢do de que o
desenvolvimento de dislipidemia, especialmente a hipertrigliceridemia, pode contribuir para o
desenvolvimento da doenca hepéatica gordurosa ndo alcodlica (POLYZOS et al.,, 2012;
TINIAKOS et al., 2010); a hipdtese mais coerente é que, ao agravar a dislipidemia, os EA
amplificam o potencial da DH/H para induzir a doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica. Assim,
0s grupos tratados com DH/H e anabolizante apresentaram maiores niveis plasmaticos de
triglicérides ao mesmo tempo em que desenvolveram maiores acumulos de goticulas de gordura
no figado. Como esse achado foi dose dependente, essa proposicdo parece ainda mais coerente
em relacdo ao modelo experimental investigado.

O impacto da utilizacdo de EA no perfil lipidico tem sido foco de diversos estudos
(COHEN et al., 1996; GLAZER, 1991; FONTANA et al., 2008; SCHWINGEL et al., 2011). Um
estudo anterior, utilizando um modelo de camundongo transgénico (CETP*"LDLr™) que
expressa perfil lipidico semelhante a humanos, demonstrou que o tratamento com EA em
animais sedentarios provocou um aumento nos niveis de HDL, LDL, VLDL e triglicerideos
(FONTANA et al, 2008). Entretanto, Baldo-Enzi et al., (1990) demonstrou marcante reducéao
(38%) dos niveis circulantes de HDL e leve aumento de LDL (6%) em praticantes de
musculacdo usuarios ndo terapéuticos de EA comparado a individuos controle que nunca
utilizaram anabolizantes. Em modelo experimental com ratos, APARICIO et al. (2013) também
demonstrou que a administracdo de 10 mg/kg/semana de decanoato de nandrolona durante 12
semanas foi capaz de reduzir os niveis circulantes de HDL e triglicerideos. Existem evidéncias
de que os hormdnios esteroides influenciam os niveis de HDL ao aumentar a expressao e
atividade da lipase hepatica, estimulando a lipdlise e a degradagdo do HDL (APPLEBAUM-
BOWDEN et al., 2982; BALDO-ENZI et al., 1990). Além disso, esse mecanismo tem sido
associado ao aumento dos niveis de LDL, possivelmente constituindo um subproduto do
catabolismo de VLDL, também mediado pela lipase hepética (TIKKANEN; NIKKILA, 1987). A
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influéncia da testosterona no metabolismo lipidico tem sido sistematicamente descrita,
especialmente em humanos com sindrome gonadal. Parece haver consenso que a reposicao
hormonal com analogos da testosterona é capaz de reduzir os niveis de colesterol total, LDL,
HDL e triglicérides (WHITSEL et al., 2001; ZGLICZYNSKI et al., 1996). Embora a reducéo
dos niveis de lipidios séricos pareca uma adaptacdo benéfica induzida pelos EA, baixos niveis de
HDL tém sido associados a um maior risco de doencas metabdlicas e cardiovasculares,
especialmente doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica e atesrosclerose (APPLEBAUM-
BOWDEN et al., 1982; GLAZER, 1991; SCHWINGEL et al., 2011).

Além de reduzir o conteudo de lipidios no plasma e ndo afetar a estrutura hepatica, o
esteroide anabolizante também foi benéfico ao diminuir os niveis circulantes das enzimas de
funcdo hepatica ALT e AST em animais tratados com a DP. Embora os animais tratados a DH/H
isolada ou combinada com a menor dose de anabolizante tenham desenvolvido esteatose
hepéatica, ndo houve aumento associado das transaminases no plasma. Entretanto, quando
administrado na maior dose (20 mg/kg) o anabolizante aumentou o0s niveis dessas enzimas em
animais tratados com DH/H, indicando lesdo hepatocelular. Esses achados indicaram que a
dosagem de transaminases plasmaticas apresentou valor diagndéstico limitado, uma vez alteracoes
dessas enzimas foram identificadas apenas em estagios mais graves de esteatose. Dessa forma,
torna-se evidente que o dano estrutural e funcional aos hepatdcitos pode ser influenciado pela
quantidade de lipidios acumulados no hepatécito, de modo que em estagios iniciais de esteatose
0 baixo conteudo lipidico ndo é capaz de induzir dano celular suficiente para que ocorra
translocacdo das transaminases para 0 meio extracelular. Esse aspecto parece estar relacionado
com os quadros assintomaticos de esteatose hepética, que embora possa ser diagnosticada a
partir da andlise histopatoldgica de biopsia do tecido hepatico, nem sempre cursa com alteracfes
nos niveis das transaminases circulantes (MOFRAD et al., 2003; SAADEH et al., 2002;
SCHWINGEL et al., 2011). De acordo com Ozer et al. (2008), as transaminases plasmaticas séo
consideradas altamente sensiveis e especificas como marcadores de hepatotoxicidade em animais
e humanos, refletindo a intensidade das lesdes morfofuncionais em hepatocitos. A dosagem de
ALT e AST é frequentemente utilizada em estudos sobre a toxicidade hepatica dos
anabolizantes. Existem evidéncias de que 0 aumento dessas enzimas esta associado ao tempo e a
dose utilizada (PERTUSI, 2001; SCHWINGEL et al., 2011). Como os animais tratados com DP
e anabolizante ndo apresentaram evidéncia de hepatotoxicidade, é possivel que a DH/H

amplifique o potencial toxico do esteroide anabolizante e favorega o dano hepético. Entretanto,
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parece mais provavel assumir que ao estimular a dislipidemia e agravar o acumulo de lipidios
nos hepatocitos, o esteroide anabolizante é capaz de favorecer, de forma dose dependente, o
potencial lesivo da DH/H para induzir dano hepatico morfofuncional.

Além das alteracfes no perfil lipidico, o tratamento com ambos, DH/H e esteroide
anabolizante, promoveu marcante alteracdo dos niveis circulantes de citocinas. Devido a
heterogeneidade na resposta ao tratamento (aumento de IFN-y ¢ IL-2 e reducdo de IL-4, IL-5 e
MIP-1a), a DH/H parece afetar a producdo de citocinas de forma especifica. As dietas
hiperlipidicas tém sido associadas com a instalacdo de condi¢des pro-inflamatdrias, as quais
podem ser independentes do desenvolvimento de obesidade (LEE et al., 2001, ZHOU et al.,
2011). Foi previamente demonstrado que o maior aporte nutricional de lipidios modifica o
metabolismo energético celular, sendo capaz de induzir resisténcia a insulina e processos
inflamatorios cronicos de baixa intensidade (subclinicos) por meio da secre¢do continuada de
citicinas pro-inflamatérios, como TNF-a, IL-6 (BERG; SCHERER, 2005; STRANDBERG et
al., 2009) e IL-1p (DE SOUZA et al., 2005; ZHOU et al., 2011). Entretanto, a secrecdo de
citocinas antiinflamatérias (ex: IL-1Ra e IL-10) também parece estar aumentada
(STRANDBERG et al., 2009), aparentemente constituindo uma resposta contra-regulatéria do
organismo ao insulto pré-inflamatério determinado pelo elevado aporte lipidico. Em modelo
experimental com camundongos tratados com dieta rica em gordura, também foi observada
atenuacdo da resposta imunoldgica devido a reducdo do numero e funcdo dos leucdcitos
granuldcitos e macrofagos, os quais foram capazes de produzir menor quantidade de espécies
reativas de oxigénio (ROS) quando desafiados com antigénicos bacterianos (STRANDBERG et
al., 2009). Além disso, existem evidéncias de que linfécitos de ratos alimentados com dieta
hiperlipidica apresentam menor capacidade de proliferacdo em relacdo a linfocitos de animais
tratados com dieta com baixo teor de lipidios (KOLLMORGEN et al., 1979). Assim, acredita-se
as dietas hiperlipidicas e a obesidade podem aumentar o risco para o desenvolvimento de
doencas cronicas como aterosclerose e processos infecciosos, especialmente devido ao impacto
negativo de condicGes hiperlipidémicas sobre a funcdo imune (STRANDBERG et al., 2009;
ZHOU et al., 2011).

Embora as dietas hiperlipidicas sejam consideradas pré-inflamatorias, a elevacédo de IFN-y
e IL-2 observada no presente estudo parece corroborar com a hipdtese de instalagdo de um
quadro inflamatério sistémico de baixa intensidade. Entretanto, ndo foram observados indicios

de inflamagdo hepéatica. Tem sido descrito importante papel da resposta inflamatoria na
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patogénese da doenca hepatica gordurosa (AHMED et al., 2009; SAMPEY et al., 2011).
Entretanto, estudos prévios demonstraram que a esteatose hepatica (manifestacdo tipica dessa
doenca) pode se desenvolver mesmo na auséncia de processo inflamatorio local evidente
(AHMED et al., 2009). Foi previamente demonstrado que em resposta a dieta rica em colesterol,
camundongos hiperlipidémicos em funcdo da delecdo dos genes para o receptor de lipoproteinas
de baixa densidade (LDLr™) e para a apolipoproteina E (ApoE™) podem apresentar inflamacéo
hepéatica grave na auséncia de esteatose. Por outro lado, quando submetidos a mesma dieta,
camundongos C57BL/6J selvagem desenvolvem esteatose hepatica, mas nao apresentam indicio
de hepatite (WOUTERS et al., 2008). Dessa forma, embora a esteatose e inflamagdo possam
coexistir e interagir para agravar a lesdo hepatica, acredita-se que essas condi¢fes podem
constituir entidades patoldgicas independentes (WOUTERS et al., 2008). Além do elevado
conteddo lipidico, o baixo contetdo proteico da DH/H utilizada no presente estudo também pode
explicar parcialmente as alteracdes do perfil de citocinas observado. Existe evidéncia de que os
aminoacidos apresentam papel fundamental no controle da resposta imune uma vez que estdo
envolvidos na ativacdo de linfécitos T, linfocitos B, células natural killer e macrofagos; além de
participar dos mecanismos controladores da expressdo génica e proliferacdo de linfécitos,
producdo de anticorpos e citocinas (Li et al., 2007). Estudo prévio demonstrou que restricdo
proteica severa (dieta com 4% de proteinas) causa reducdo generalizada da massa de tecidos
linfoides como baco, timo e linfonodos mesentéricos, a qual foi mais acentuada do que a reducéo
da massa corporal (BELL et al., 1976). Nesse mesmo estudo, a reducdo do nimero de células
linfoides foi mais acentuada na primeira semana de restricdo proteica, com impacto negativo
principalmente sobre células tronco, células T residentes e células reticuloepiteliais do timo.
Konno et al. (1993) observaram que a funcdo timica é sensivel a deficiéncia proteica, a qual foi
capaz de induzir hipotrofia timica, marcante reducdo do niumero de linfécitos T e da producéo de
anticorpos em ratos desafiados com antigenos sanguineos de ovelha. Como a extenuacdo da
resposta imune foi mais acentuada em animais jovens, foi proposto que condi¢des nutricionais
adequadas sdo necessérias para a maturacdo da fungdo imunolégica nos estagios iniciais da vida
pos-natal bem como para a preservacao dessas funcfes na idade adulta (KONNO et al., 1993).
Dessa forma, devido a complexa interacdo entre 0s componentes dietéticos e 0 sistema
imunoldgico, é possivel que ambos, 0 excesso de lipidios e a caréncia proteica estejam
associados com as alteracGes do perfil de citocinas induzidas pela DH/H, corroborando com as

evidéncias de que dietas balanceadas sdo essenciais para uma funcao imunoldgica adequada.
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Interessantemente, o0 esteroide anabolizante apresentou um efeito consistente e
inespecifico, atenuando a producéo de todas as citocinas investigadas. Ao impedir o aumento de
IFN-y e IL-2 em animais tratados com a DH/H, o esteroide anabolizante apresentou efeito
inibitdrio tipico de agentes antiinflamatorios. Dessa forma, embora a funcdo das células de
defesa ndo tenha sido investigada, o esteroide anabolizante parece inibir o potencial proé-
inflamatorio da DH/H. A atividade imunomoduladora dos hormonios esteroides, incluindo os
androgénios tem sido amplamente demonstrada (DALAL et al.,, 1997; GILLIVER, 2010;
HUGHES et al., 1995). Entretanto, os mecanismos moleculares precisos associados a esse efeito
permanecem desconhecidos (OBENDORF; PATCHEV, 2004). Aparentemente, a atividade
imunossupressora dos androgénios pode estar associada a inibi¢do da via de sinalizagéo celular
mediada pelo fator de trancricdo NF- xp ou AP-1, mecanismo responsavel pelo efeito
antiinflamatério dos glicocorticoides (MAURER et al., 2001; OBENDORF; PATCHEYV, 2004).
Entretanto, a imunosupressdo induzida por androgénios também pode operar por meio de vias
moleculares independentes de NF- kff ou AP-1, indicando uma a¢do complexa que ainda precisa
ser elucidada (OBENDORF; PATCHEYV, 2004). Existem evidéncias de que linfocitos T,
neutréfilos, mondcitos, macr6fagos e mastdcitos apresentam receptores para horménios
androgénicos, além de expressar a proteina So-reductase, enzima fundamental na
biotransformacdo da testosterona em seu derivado mais ativo, a diidrotestosterona (GILLIVER,
2010; OBENDORF; PATCHEV, 2004;). Foi demonstrado in vitro que os androgénios sao
capazes de reduzir a producdo de IFN-y, IL-4 e IL-5 e aumentar a sintese de IL-10 em células T.
Devido a reducdo da razdo IFN-y /IL-10 in vitro e in vivo, foi proposto que os androgénios
poderiam estimular o perfil de resposta imune Th2, em detrimento da resposta Thl (BEBO et al.,
1999; OBENDORF & PATCHEV, 2004). Entretanto, o estimulo a producdo de IL-10 parece
estar associado ao tipo de esteroide utilizado, uma vez que os EA decanoato de nandrolona e
oximetenolona ndo interferiram na sintese dessa citocina em modelo murino tratado com doses
suprafisiologicas de anabolizantes (HUGHES et al., 1995). Além disso, a inibi¢do da producéo e
citocinas de padrdo Th2 e da resposta imune humoral também foram descritas em estudos
prévios (DALAL et al, 1997, OBENDORF; PATCHEV, 2004), indicando que a
imunossupressao mediada por androgénios parece ser inespecifica. Uma vez que linfécitos B néo
expressam receptores para androgénios, a atenuacao da resposta humoral parece ser secundaria a
inibicdo da sintese de IL-6 por mondcitos e macrdfagos, células que reconhecidamente

expressam receptores para androgénios. Assim, 0os mondcitos e macréfagos poderiam amplificar
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o efeito da testosterona para modular, de forma indireta, a resposta imunolégica (OBENDORF;
PATCHEV, 2004).

43



7 CONCLUSAO

Considerados em conjunto, os resultados permitiram concluir que o perfil dietético é capaz
de interagir de forma complexa com o esteroide anabolizante cipionato de testosterona,
modificando as caracteristicas de susceptibilidade e resisténcia ao dano morfofuncional hepético
e metabolico sistémico em camundongos. Quando administrado em animais alimentados com a
dieta padrdo, o EA ndo induziu alteragdes morfofuncionais hepéaticas e metabdlicas deletérias.
Ao contrério, o0 anabolizante foi benéfico ao reduzir os niveis circulantes de LDL colesterol e das
enzimas de funcdo hepatica nesses animais. Em combinacdo com a DHH, o EA agravou a
dislipidemia, reduzindo os niveis circulantes de HDL colesterol, aumentando os niveis de
triglicérides e a gravidade da esteatose hepatica em camundongos. Embora ambos, DHH e EA
tenham exercido um efeito modulador sobre os niveis circulantes de citocinas, a DHH parece
influenciar diferencialmente essas moléculas, enquanto o EA apresentou acdo inibitdria

inespecifica ao reduzir de forma generalizada os niveis circulantes das mesmas.
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