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RESUMO

Apesar do consenso que existe sobre os maleficios decorrentes do uso de esteroides
anabdlicos andogénicos (EAA), tem se tornado cada vez mais comum a associagao
destas substancias com protocolos de treinamento fisico extenuantes, com o intuito de
acelerar as adaptacgdes relacionadas ao desempenho e aparéncia fisica, principalmente
entre jovens frequentadores de academias e atletas recreacionais. No entanto, muitos
estudos tém demonstrado que esta associacdo pode ser potencialmente prejudicial ao
sistema cardiovascular, fato este confirmado pelos inumeros casos de morte subita entre
jovens atletas que faziam uso de esteroides. Apesar disso, pouco ainda se sabe sobre as
vias de sinalizacdo ativadas pelo anabolizante e os mecanismos responsaveis por
desencadear os efeitos deletérios decorrentes do uso de doses supra fisiologicas destas
substancias. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto da nandrolona,
associada ou nao ao treinamento fisico resistido, sobre o perfil proteico cardiaco de ratos.
Ratos Wistar machos (n=6-10/grupo) foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: nao-
treinado + veiculo (NTV), ndo-treinado + nandrolona (NTN), treinado + veiculo (TV) e
treinado + nandrolona (TN). Os animais dos grupos treinados foram submetidos a um
protocolo de treinamento fisico resistido em meio liquido, com sobrecarga de peso
durante 6 semanas, associado ou ndo ao tratamento com doses suprafisiolégicas de
nandrolona. Apés este periodo, todos os animais foram eutanasiados por decapitacao e o
ventriculo esquerdo dissecado para analise protedmica. Foram identificadas 1559
proteinas, sendo que 488 foram consideradas para posterior analise apds a aplicagao dos
critérios de exclusao; destas, 4 estavam expressas exclusivamente no grupo NTV e 29 no
grupo TV. Na andlise quantitativa, comparando o grupo NTV ao NTN, 28 proteinas
estavam subexpressas e 12 estavam superexpressas no primeiro em relagao ao segundo.
Na comparacdo do grupo TN com o NTN, 25 proteinas estavam subexpressas e 12
superexpressas no grupo submetido ao treinamento e tratado com nandrolona.
Comparando o grupo TN com o NTV, 19 proteinas estavam subexpressas e 28
superexpressas. E na comparacdo do grupo TV com TN, 9 proteinas estavam
subexpressas e 46 superexpressas no primeiro. Dentre os principais achados,
observamos a expressdo das proteinas antioxidantes glutationa s-transferase Mu 2
(GSTM2) e peroxirredoxina 6 nos grupos NTV e TV, bem como a regulagdo negativa da
peroxirredoxina 5 e tiorredoxina redutase dependente de peroxido no grupo TN quando

comparadas as demais. Observamos também a auséncia de expressdo do canal de
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potassio ATPase e da citrato sintase no grupo NTN, sugerindo mudangas no fluxo de
potassio. Desta forma, podemos concluir que a nandrolona predispde a instalacdo de
disfungdo cardiaca ja que altera a expressdo de importantes proteinas associadas a

mecanismos protetores desencadeados pelo treinamento fisico.
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ABSTRACT

Despite the consensus about the harm caused by the use of androgenic anabolic steroids,
it has become increasingly common the association between these substances with
strenuous training protocols, in order to accelerate the transformations related to
performance and mainly to physical appearance, especially among young in gyms and
recreational athletes. However, many studies have shown that this association may be
potentially harmful to heart health, a fact confirmed by the countless cases of sudden
death among young athletes who used steroids. Despite this, little is known about the
signaling pathways activated by the AAS and the mechanisms responsible for triggering
the deleterious effects arising from the use of supra-physiological doses. Thus, the
objective of this study is to evaluate the impact of the use of nandrolone, associated or not
to resistance training, on the cardiac protein profile of rats. Male Wistar rats were randomly
divided into 4 groups: non trained + vehicle (SV), non trained + nandrolone (SN), trained +
vehicle (TV) and trained + nandrolone (TN). The animals in the T group were submmited a
resistance training protocol with pressure overload for 6 weeks, associated or not with
supraphysiological doses of nandrolone. Then, all animals were euthanized by
decapitation and the left ventricle dissected and removed for proteomic analysis. We
identified 1559 proteins, of which 488 were considered; 4 were expressed exclusively in
the NTV group and 29 in the TV group. In the quantitative analysis, comparing the NTV
group to the NTN, 28 proteins were underexpressed and 12 were overexpressed. In the
comparison of TN group with NTN, 25 proteins were underexpressed and 12
overexpressed. In the TN versus NTV group, 19 proteins were underexpressed and 28
overexpressed. And in the comparison of the TV group with TN, 9 proteins were
underexpressed and 46 overexpressed. We observed the expression of the antioxidant
proteins Glutathione S-transferase Mu 2 (GSTM2) and Peroxiredoxin 6 in NTV and TV
groups, as well as downregulation of Peroxiredoxin 5 and Thioredoxin dependent peroxide
reductase in the TN group when compared to the others. We also observed that
Potassium transporting ATPase and Citrate synthase were not expressed on NTN group,
suggesting changes in potassium flow. Thus, we can conclude that nandrolone
predisposes to the installation of cardiac dysfunction since it alters the expression of

important proteins associated with protective mechanisms triggered by physical training.
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excéntrica) e freqlientemente progride para um estado de insuficiéncia cardiaca. O crescimento excéntrico
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proteina ubiquitina 60S. Prdx5: peroxirredoxina 5. Aco2: aconitato hidratase. Aldoa: frutose bisfosfato
aldolase A. Dlat: diidrolipoil lisina acetiltransferase. A1i3: alfa 1 inibidor 3. Gapdh: gliceraldeido 3 fosfato.
Uqgcre1: citocromo b c¢1 subunidade 1. COX2: citocromo ¢ oxidase subunidade 2. Hspa8: proteina heat
shock membro 8 da familia A (HSP70). Fonte: http://string-db.org.

Figura 16. Representacédo esquematica das proteinas subexpressas no ventriculo esquerdo de animais TN
comparado aos animais NTN, de acordo com processos biologicos (A) e compartimentos celulares (B), e
proteinas superexpressas de acordo com processos bioldgicos (C) e compartimentos celulares (D). Todas
as proteinas foram classificadas com base no Gene Ontology.

Figura 17. Mapa de interagbes das proteinas subexpressas no ventriculo esquerdo de ratos treinados +
nandrolona (TN) em comparagdo com ratos nao treinados + nandrolona (NTN), apds 6 semanas de
tratamento e/ou treinamento, de acordo com o banco de dados STRING. Pebp1: proteina ligadora de
fosfatidiletanolamina 1. Mdh2: malato desidrogenase mitocrondrial. Alb: albumina sérica. Prdx2:
peroxirredoxina 2. Mb: mioglobina. Mdh1: malato desidrogenase citoplasmatica. Tf: serotransferrina. Akr1b1:
aldose redutase. Car1: anidrase carbdnica 1. Slc25a4: ADP/ATP translocase 1. Prdx3: tiorredoxina redutase
dependente de peréxido. Got2: aspartato aminotransferase. Idh2: isocitrato desidrogenase mitocondrial.
Hspe1: proteina heat shock de 10 kDa. Atp5a1: ATP sintase subunidade alfa. Ckm: creatina quinase tipo M.
Atp2a2: reticulo sarcoplasmatico de calcio ATPase. Hpx: hemopexina. Uba52: proteina ubiquitina 60S.
Aco2: aconitato hidratase. Aldoa: frutose bisfosfato aldolase A. Gapdh: gliceraldeido 3 fosfato. Hba2:
hemoglobina subunidade alfa. Hbb: hemoglobina subunidade beta 1. LOC689064: hemoglobina subunidade
beta 2. Fonte: http://string-db.org.

Figura 18. Mapa de interacdes das proteinas superexpressas no ventriculo esquerdo de ratos treinados +
nandrolona (TN) em comparagdo com ratos ndo treinados + nandrolona (NTN), apos 6 semanas de
tratamento e/ou treinamento, de acordo com o banco de dados STRING. Atp5b: ATP sintase subunidade
beta. Fabp4: proteina ligadora de acidos graxos no adipdcito. Fabp3: proteina ligadora de acidos graxos no
coracdo. Acadl: acil-CoA desidrogenase especifica de cadeia longa. Ldhb: |-lactato desidrogenase de
cadeia B. ENSRNOGO00000015290: triosefosfato isomerase. Atp5d: ATP sintase subunidade delta. Got1:
aspartato aminotransferase. Etfb: flavoproteina transferidora de elétron subunidade beta. Dlat: diidrolipoil
lisina acetiltransferase. Uqcrc1: citocromo b ¢1 subunidade 1. COX2: citocromo ¢ oxidase subunidade 2.
Fonte: http://string-db.org.

Figura 19. Concentracdo absoluta das proteinas em nanogramas (ng) expressas no VE dos grupos
experimentais. SERCAZ2: reticulo sarcoplasmatico ATPase de calcio 2 (A); KATP: canais de potassio
sensiveis a ATP (B); CuZn SODC: superéxido dismutase Cu Zn (C); PRDX5: peroxirredoxina 5 (D); GSTM2:
Glutationa S-transferase Mu2 (E) LDHA: lactato desidrogenase A (F); PGCK1: fosfoglicerato quinase 1 (G);
CISY: citrato sintase (H); HSP20: proteina de choque térmico 20kDa (l); HSP7C: proteina de choque térmico
7C (J). Grupos: veiculo nao treinado (NTV); veiculo treinado (TV); nandrolona n&o treinado (NTN) e
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nandrolona treinado (TN). ANOVA de duas caudas + Bonferroni. n = 6 / grupo. * p <0,05 vs. NTV; #p <0,05
vs. TV; & p <0,05 vs. NTN.
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1.INTRODUGAO

1.1 Exercicio fisico e saude cardiovascular

Segundo dados do site da OMS, em 2016 as doengas cardiovasculares foram a
principal causa de morte em todo o mundo, superando qualquer outra doenca.
Atualmente, muitas estratégias para a prevencéo e tratamento destas enfermidades tem
sido discutidas, dentre medicamentos e outras intervengbes nao-farmacoldgicas; no
entanto o exercicio fisico ainda tem se mostrado a intervengdo mais simples, barata e
eficaz, e uma das mais indicadas pela OMS.

Muitos estudos demonstram que as alteragcdes provenientes do treinamento fisico,
quando prescrito de forma adequada, sido benéficas ao sistema cardiovascular,
principalmente para o coragao [1-3]. Sendo o coragao o principal responsavel por suprir a
demanda de aporte de oxigénio, o treinamento fisico age neste 6rgao estimulando a
melhora de seu desempenho. A esta alteragdo da-se o nome de “coracao de atleta”, um
termo popular para a hipertrofia cardiaca, que se caracteriza pelo aumento nas
dimensdes do cardiomidcito [4, 5].

Uma vez que o sistema cardiovascular (principalmente o coragdo) se adapta as
necessidades do organismo, a demanda energética vai depender do tipo de treinamento e
da intensidade. Basicamente, existem dois tipos de exercicio: os aerdbios (também
conhecidos como dinamicos ou isotdnicos, que contemplam atividades como natacgao,
ciclismo, entre outros) e os anaerdbios (também conhecidos como isométricos, resistidos
ou estaticos, que contemplam atividades como levantamento de peso, arremesso de
disco, entre outros). De maneira geral, esta categorizagdo € baseada no tipo de carga
imposta ao coragao; exercicios aerobios requerem uma elevacado continua da fungao
cardiaca (sobrecarga de volume), enquanto os exercicios anaerdbios produzem breves
instantes de elevacao da pressao (sobrecarga de pressao) [3, 6].

Em virtude das caracteristicas mecanicas diferentes, os efeitos agudos e crénicos
produzidos por cada tipo de exercicio fisico (aerdbios e resistidos) sao distintos. Os
exercicios dindmicos promovem uma hipertrofia chamada excéntrica, com aumento da
massa do coracdo de maneira global, mantendo a relagdo de espessamento da parede e
volume das camaras [3, 6, 7]. Morfologicamente, a hipertrofia excéntrica caracteriza-se
pelo estiramento dos midcitos, que se tornam alongados devido a sobrecarga de volume

sofrida pelo coragdo. Ja os exercicios resistidos promovem uma hipertrofia chamada



concéntrica, onde ha aumento na massa do coragdo acompanhado por um espessamento
da parede das camaras e do septo, com pouca ou nenhuma alteragdo do volume da
camara. Esta hipertrofia instala-se principalmente no ventriculo esquerdo, responsavel por
promover o fluxo do sangue do coragao para a aorta, que o distribuira para os demais
orgaos e tecidos. Neste caso, devido a sobrecarga de pressao sofrida pelo coracao,
morfologicamente, observa-se um aumento na largura do midcito [3, 6, 7].

Ainda com relagdo as diferencas entre os treinamentos aerdbio e anaerdbio, o
aerobio apresenta uma elevagao do deébito cardiaco com redugcdo ou nao da resisténcia
vascular periférica, enquanto o anaerdbio apresenta intensos periodos de elevacédo da
resisténcia vascular periférica (ainda que curtos), além de um débito cardiaco normal ou
ligeiramente aumentado [3, 5].

E importante salientar que quando corretamente prescrito, o exercicio estimula
processos fisiolégicos de hipertrofia do musculo cardiaco (hipertrofia fisiolégica),
geralmente benéficos, uma vez que representam uma adaptagdo do coracdo frente a
demanda imposta. Por outro lado, sabe-se que estimulos inadequados podem induzir ou
estimular processos hipertréficos patoldgicos, desencadeado mal funcionamento do
miocardio, e neste caso, consideramos a hipertrofia como patologica [3, 8]. A figura 1

ilustra a relagao entre o tipo de hipertrofia e o estimulo desencadeador.



Fisiolégico Normal Patologico | :!
Excéntrica Concéntrica Excéntrica Concéntrica
DVI 1 DVI & DVI 111 DVI |
ERP < ERP 1 ERP ||| ERP 111

Figura 1: Comparacao entre hipertrofia concéntrica e excéntrica devido a estresse fisiologico e patologico: o
coragao normal adapta-se a um aumento na demanda hemodinamica, seja por estimulos fisioldgicos (por
exemplo, exercicios) ou patolégicos (por exemplo, hipertenséo). Esse desenvolvimento hipertréfico segue
dois padrdes tipicos de crescimento determinados pela relagcdo geométrica entre o didmetro ventricular
interno (DVI) e a espessura da parede ventricular, ou espessura relativa da parede (ERP): (1) aumento
concomitante da ERP e DVI (excéntrico), geralmente devido a sobrecarga de volume; (2) um aumento
desproporcional na espessura da parede comparado ao DVI (concéntrico), impulsionado pela sobrecarga de
pressdo. Normalmente, a hipertrofia excéntrica ou concéntrica devido ao exercicio (fisioldgico) é limitada a
um aumento de 12% a 15% no peso total do coragdo e néo progride para insuficiéncia cardiaca. Em
contraste, a hipertrofia cardiaca devido a doengas como hipertenséo, infarto do miocardio ou cardiomiopatia
hipertréfica (patolégica) geralmente exibe uma resposta hipertréfica mais robusta (concéntrica ou
excéntrica) e freqlientemente progride para um estado de insuficiéncia cardiaca. O crescimento excéntrico
patologico pode representar a transigdo inicial para um estado dilatado; o crescimento concéntrico
patoldgico resulta em espessamento expressivo da parede ventricular com uma redugédo no DVI. Adaptado
de Vega et al, 2017.



1.2 Hipertrofia cardiaca e seus mecanismos desencadeadores

1.2.1 Hipertrofia cardiaca fisioldgica

A hipertrofia cardiaca, como descrito anteriormente, pode ser classificada como
fisiolégica ou patolégica. A importancia de contextualizar os tipos de hipertrofia deve-se,
principalmente, a necessidade de se estabelecer alvos terapéuticos para as disfungdes
cardiacas, através da identificacdo das vias de sinalizacdo e mecanismos responsaveis
por desencadear uma destas duas formas de adaptacédo. Ao delinear quais vias sao
responsaveis por promover um efeito cardioprotetor (hipertrofia fisiolégica) ou disfungao
(hipertrofia patoldgica), € possivel definir a busca por terapias mais eficientes.

No que diz respeito a hipertrofia fisiolégica, anos de estudos conseguiram elucidar
diversos mecanismos responsaveis por disparar os efeitos protetores decorrentes do
exercicio, principalmente a longo prazo. Parte destes efeitos € desencadeada por fatores
de crescimento, como o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e seu
receptor, IGF-1R. A ativacédo do receptor IGF-1 induz o crescimento dos midcitos através
da fosforilagdo da ERK (quinase reguladora de sinal extracelular - uma familia de
proteinas que faz parte da cascata de sinalizacdo envolvida em diversos processos
bioldgicos, como a proliferagao celular) e dos substratos receptores de insulina 1 e 2 (IRS-
1 e 2) [8, 9]. A fosforilagdo dos receptores IRS-1 e IRS-2 ativa a PI3k e a Akt, que séo
mediadores responsaveis pela sintese proteica através da ativagdo dos ribossomos e de
outros fatores de iniciagdo translacional. Além disso, o IGF-1 melhora a captacdo de
insulina pelas células e a repolarizacdo dos midcitos, e sua baixa concentragao circulante,
por si sO, tem demonstrado ser um fator de risco independente para doencas cardiacas
[8, 9].

Além do IGF-1, outro fator importante estimulado pelo exercicio € o receptor
ativado por proliferadores de peroxissomo (ou PPAR). Este fator de transcricdo é ativado
através da expressdo de genes reguladores do metabolismo B-oxidativo lipidico, que se
encontra elevado na adaptacdo ao exercicio. A isoforma a ¢é expressa
predominantemente em tecidos associados a grande consumo lipidico, como o coragao,
figado, rins e fibras musculares de contracdo lenta. Uma vez ativado, o PPAR-a estimula
a producao de proteinas que melhoram o metabolismo oxidativo, promovendo um aporte
energético mais eficaz ao coracdo. Além disso, o PPAR-a parece inibir mediadores
inflamatodrios, como o Nf-kB, além de reduzir os niveis séricos de triglicerideos, de

colesterol-LDL, e de espécies reativas de oxigénio (ERO) [10, 11].



Existem ainda outros mediadores importantes relacionados a protecido cardiaca,
como o oOxido nitrico (NO) e as heat shocks proteins. Com relagdo ao NO, este é
produzido pela enzima oxido nitrico endotelial sintase (eNOS), e que é ativada pelo
treinamento fisico. O NO estimula a vasodilatacdo, melhorando o fluxo sanguineo e
reduzindo a pressao arterial [3]. Ja as heat shocks sao proteinas cuja expressao é
desencadeada por situagdes de estresse (aumento de temperatura corpérea, alteragéo de
pH, entre outros), e sdo responsaveis por manter a conformacado de outras proteinas,
contribuindo para a manutencdo de atividades importantes do organismo. Algumas heat
shocks moduladas pelo exercicio fisico (e que atuam na manutencdo estrutural do
miocardio) s&o a Hsp20 e a a-cristalina de cadeia 3 [12, 13].

Outro importante painel tipico da hipertrofia fisioloégica diz respeito ao perfil
metabolico energético. A adaptacdo ao exercicio estimula a utilizagdo de acidos graxos
preferencialmente a glicose para a produgao do ATP, uma vez que a B-oxidagao lipidica
gera numero maior de ATPs do que a glicélise. Com isso, aumenta a expressao de genes
que codificam transportadores, proteinas ligadoras e outros fatores relacionados ao
aumento da B-oxidacdo, como acontece com o PPAR-a [3, 14]. Uma vez que a B-
oxidagado ocorre na mitocondria, outras atividades mitocondriais também se encontram
elevadas, como a cadeia de transporte de elétrons; o funcionamento harmonioso destas
vias fornece a energia necessaria para o bom funcionamento do coragédo, uma vez que
interdependentes [3, 8]. E adicionalmente ja foi demonstrado que um dos principais
fatores indicativos do bom funcionamento do coragdo € o metabolismo mitocondrial,
caracterizado pela expresséo da citrato sintase, que em situagdes fisioldgicas, encontra-

se levemente aumentada [15, 16].

1.2.2 Hipertrofia cardiaca patoldgica

De maneira geral, a hipertrofia patoldgica € considerada concéntrica. O treinamento
fisico resistido pode desencadear tanto uma hipertrofia excéntrica quanto concéntrica,
apesar de esta ultima estar correlacionada com achados clinicos de mau progndstico.
Apenas o que difere a hipertrofia proveniente do treinamento e a hipertrofia
desencadeada por processos patoldgicos € que a primeira ndo causa disfungdo cardiaca
em individuos saudaveis. Além disso, algumas patologias podem promover uma
hipertrofia patoldgica concéntrica, como a hipertensao e a constrigdo adrtica, justamente

devido a sobrecarga de pressao sofrida pelo coragéo [3, 8].



Um dos principais achados histologicos oriundos da hipertrofia patolégica é a
fibrose por deposi¢cao de colageno; uma vez estabelecido o insulto inicial, posteriormente
ocorre a morte celular e consequentemente, uma grave injuria tecidual. No local onde
outrora haviam miécitos, ha deposi¢cao de colageno (principalmente do tipo 1), um tecido
meramente cicatricial e sem atividade, que acaba enrijecendo o coragao e dificultando os
processos de contragéo e relaxamento [3, 14].

Existem vias de sinalizacdo que, uma vez ativadas, promovem o0 mau
funcionamento do midcito e deflagram a morte tecidual. A reprogramacao estrutural e
funcional do miocardio, basicamente, se inicia através da ativacdo de genes chamados
fetais, assim chamados pois sua maior atividade ocorre na fase fetal; no utero, o feto
dispée de muito mais glicose do que acidos graxos para a produgado de energia. Desta
forma, o padrao genético metabdlico transcreve muito mais proteinas relacionadas a
glicdlise do que a B-oxidacdo, além de pouco expressar proteinas relacionadas a
atividade mitocondrial, como a cadeia respiratoria. No entanto, apds o nascimento, estes
genes passam a ser desligados, e outros genes passam a coordenar os processos de
transcricdo, substituindo o metabolismo essencialmente glicolitico para oxidativo [3, 17].
No estabelecimento da hipertrofia patoldgica, ocorre a reativagdo de alguns destes genes,
fazendo com que a glicose se torne o substrato preferencial para a producédo de ATP ao
invés dos acidos graxos. Uma vez que a quantidade de ATP produzida pela glicélise &
menor, se torna insustentavel para o coragao manter a massa decorrente da hipertrofia,
que passa a funcionar de maneira inadequada até deflagrar uma disfungao [8].

Além dos genes fetais relacionados ao metabolismo, outros genes também séo
ativados, como o responsavel pela produ¢do do peptideo natriurético atrial (ANP) e da a-
miosina de cadeia pesada [3, 18]. A a-miosina de cadeia pesada, diferente da $-miosina
de cadeia pesada, possui um padrao de contracdo menos eficiente, e por isso € mais
expressa na fase fetal [18]. J& o ANP, em situagdes fisioldgicas, é liberado como fator
regulador pressorico, principalmente para contrabalancear os efeitos vasoconstritores
decorrentes do sistema renina-angiotensina. No entanto, em situagbes patoldgicas, como
na insuficiéncia cardiaca, o estresse sofrido pelas paredes do ventriculo ativa a expressao
do ANP [19].

A nivel molecular, observa-se a expressao de mediadores como as proteinas
quinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs), que sao uma familia de proteinas que estéo
relacionadas, segundo estudos dos ultimos anos, a diversos processos ligados a
insuficiéncia cardiaca. As MAPKs sao divididas em subfamilias, que correspondem as

ERKs, as JNKs e as p38; todas podem ser ativadas em situacdes de estresse mecanico
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(como o que ocorre na hipertrofia concéntrica) e faléncia cardiaca, e atuam como
mediadores para a produgdo de citocinas pro-inflamatérias e outros fatores, como a
Angiotensina Il [14, 20]. Com relagdo a Angiotensina-Il, sabe-se que alguns processos
patologicos estimulam a sua produgdo, como a hipertensdo, a aterosclerose, a
insuficiéncia cardiaca, a doencga renal crbnica, entre outras, podendo agravar ainda mais
o quadro em si. No coracgdo, além de favorecer a hipertrofia ventricular e a liberacdo de
catecolaminas, a Angiotensina-ll parece estar relacionada a exacerbada produg¢do de
colageno e a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) [20, 21], que sao
compostos quimicos instaveis, capazes de retirar elétrons de moléculas carregadas, como
0os aminoacidos, e modifica-las de forma a perderem sua agdo. Em pequenas
quantidades, os ERO’s ativam as defesas antioxidantes do organismo (que sao
compostas basicamente por proteinas que possuem grande capacidade de reconstituicao
perante a perda de elétrons) e estimulam os processos bioldgicos. No entanto, o excesso
de ERO’s promove um desequilibrio no organismo, uma vez que as substancias
antioxidantes sao consumidas rapidamente e ndo sao capazes de impedir a agcao destes
compostos contra proteinas transportadoras, estruturais, entre outras, que passam a ter
um mau funcionamento, como é o caso da SERCA (Reticulo sarcoplasmatico de calcio
ATPase) e da KATP (canal de potassio ATPase dependente), que s&o canais ibnicos
extremamente importantes para o funcionamento normal do coracdo, mas que sao
afetadas drasticamente pelos ERO’s [22-24].

Fisiologicamente, outro fator predominante na hipertrofia patologica ¢é a
hiperestimulacédo de receptores (B1-adrenérgicos. A sobrecarga de pressao promovida
pela hipertrofia concéntrica aumenta os niveis das catecolaminas, que estimula de
maneira exacerbada os receptores 1. Como mecanismo compensatorio, para evitar a
faléncia cardiaca por excesso de estimulacdo, a quantidade destes receptores é
diminuida, e a expressao dos receptores B2 aumenta. No entanto, os receptores 32
reduzem a estabilidade elétrica do coragdo, ja que promovem aumento de calcio para
dentro da célula. Esta alteragdo no padrao de expressao dos receptores -adrenérgicos
torna o tecido cardiaco instavel, e arritmias podem ser deflagradas [25, 26].

Como foi dito anteriormente, a hipertrofia concéntrica esta relacionada a um mau
prognostico. O treinamento resistido, quando associado ao treinamento aerébio, é capaz
de fortalecer o coragdo e os demais musculos, trazendo aspectos positivos para o
organismo de maneira geral, como aumento da capacidade funcional, prevencao da
osteoporose, sarcopenia e outras condigcdes decorrentes da reabsorcao dssea, além de

diminuir a resisténcia a insulina e a pressao arterial, diminuir a gordura corporal, entre
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outros [27]. No entanto, a restricdo de treinamento apenas no resistido, a longo prazo,
pode deflagrar uma hipertrofia patolégica. De fato, nosso grupo de pesquisa analisou o
impacto de um protocolo de treinamento resistido, com sobrecarga de presséo, sobre o
perfil proteico cardiaco de ratos, e observou alteragdes tipicas da hipertrofia patoldgica,
como a alteragao do metabolismo cardiaco. No entanto, também foi verificada a presenca
de varias proteinas protetoras (como heat shocks e antioxidantes), cuja expressao
provavelmente estava agindo de forma a impedir a propagagdo de possiveis efeitos
deletérios resultantes dessa alteragao [28].

Além de protocolos de treinamento extenuantes, substéncias quimicas também
podem deflagrar a hipertrofia patolégica. Substancias extremamente comuns, inclusive
associadas ao treinamento fisico, cujos estudos tém apontado que sdo extremamente
prejudiciais ao coragdo, sao os esteroides anabdlicos androgénicos. Estas substancias
estdo relacionadas a diversos mecanismos de hipertrofia patolégica, e quando associadas
a protocolos resistidos extenuantes, podem rapidamente promover uma hipertrofia

patolégica importante, causando grave disfungéo cardiaca.



Cardiomiocito normal

Fisiologico

Patoldgico

: ==

4 p-MHC | PPARG 4 p-oxidacéo

4 PPARa
Remodelamento patolagico Hipertrofia adaptativa
Funco diminuida Funcdo preservada

O< 4 ANP

Figura 2. Estimulos externos diferentes desencadeiam hipertrofias distintas no cardiomiécito. Em resposta a
hipertensdo ou sobrecarga de pressdo (patoldgica), o cardiomiocito ativa um programa de crescimento
caracterizado pela inducdo de um gene fetal, incluindo o aumento da expressdo do peptideo natriurético
(ANP) e mudangas na expressao génica da isoforma do sarcémero. Este programa eventualmente leva a
uma remodelagdo patoldgica global, incluindo a dilatagdo do ventriculo esquerdo e fungdo cardiaca
diminuida, levando a uma insuficiéncia cardiaca. Em contraste, o exercicio (fisiolégico) provoca uma
hipertrofia sem indugdo dos genes fetais e com aumento na capacidade metabdlica energética através da
oxidacdo de acidos graxos. Este ultimo programa mantém a fungédo cardiaca normal. MHC: miosina de
cadeia pesada; ANP: peptideo natriurético atrial; PPARa: receptor ativado por proliferador de peroxissoma
a. Adaptado de Vega et al, 2017.



1.3 O papel dos esteroides anabodlicos no desencadeamento da hipertrofia

patolégica

Com o objetivo de acelerar a ocorréncia das adaptacdes frente ao treinamento
fisico, melhorar o desempenho atlético e a aparéncia fisica, tanto atletas quanto nao-
atletas utilizam diversas substancias ergogénicas, sendo as principais € mais difundidas,
os esteroides anabdlicos androgénicos (ou anabolizantes). Estas substéncias séo
horménios derivados do colesterol e produzidos em alguns tecidos, que no organismo tém
funcdo de auxiliar no desenvolvimento do sistema reprodutor e conferir caracteristicas
sexuais secundarias, além de ter papel importante na sintese proteica [29]. O principal
hormonio produzido é a testosterona, que acabou servindo como base para a sintese de
outros esteroides através de métodos de modificagdo molecular.

Devido ao aumento da massa muscular e da densidade 6ssea como resultado
direto da acao destas substancias na sintese proteica, além do desenvolvimento de forga,
recuperagado da musculatura e controle dos niveis de gordura corporal [29], a utilizagdo de
esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) é amplamente difundida. Estudos apontam que
pode ocorrer um ganho de forga de 5 a 20% comparado a forga inicial, além de um ganho
de massa muscular de até 5 kg. No entanto, apesar do consenso que parece existir entre
os adeptos da utilizacdo de EAA sobre o aumento da capacidade fisica, as alteracoes
relativas ao ganho de massa muscular e incremento de forga fisica parecem estar
associadas a um efeito placebo do que realmente a uma alteragao fisioldgica adaptativa
[30].

Como qualquer substancia, os EAA, quando utilizados para fins diversos e de
maneira indiscriminada, podem acarretar inUmeros prejuizos a saude. Alguns ja sao
conhecidos ha algum tempo, como esterilidade transitéria, aparecimento de acne e
espinhas, aparecimento de caracteres sexuais secundarios masculinos em mulheres que
os utilizam (alteragdo da voz, diminuicdo das mamas), entre outros [31].

Dentre os EAA largamente difundidos a nandrolona tem grande destaque.
Sintetizada pela primeira vez em 1950, seu potencial terapéutico em pesquisas seria
direcionado para tratamento de pacientes em hemodialise, anemia aplastica, astenia em
pacientes com HIV, recuperagao apds traumas ou cirurgias, protegao do sistema imune
durante tratamento de cancer, na osteoporose e caquexia, devido seu maior potencial
anabolico quando comparado a testosterona, por exemplo [32]. No entanto, o uso n&o-
terapéutico da nandrolona é extremamente difundido, devido sua acao prolongada de até
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3 semanas apo6s administragao intramuscular e por apresentar maior acdo anabdlica e
menor atividade androgénica quando comparada a testosterona [33].

Nos ultimos anos, inumeros trabalhos vém apontando as a¢des deletérias que os
EAA tém sobre as modificagdes positivas ocorridas no organismo adaptado as praticas
fisicas. Algumas destas alteragdes, inclusive, acabam diminuindo a capacidade e a
tolerancia do individuo aos exercicios, e podem levar a quadros graves, inclusive morte.
Tem sido dado grande importancia as alteragdes a nivel cardiovascular, devido ao grande
numero de mortes subitas associadas ao uso de EAA em individuos treinados. Algumas
alteragdes morfoldgicas e funcionais no coracao incluem hipertrofia concéntrica, possivel
aumento do diametro das camaras cardiacas, alteracbes na fung¢ao diastdlica e no
relaxamento ventricular, comprometimento na contragdo do ventriculo esquerdo e
diminuicdo da resposta adrenérgica em situagdes de stress, além de ativar a agregacao
plaquetaria, contribuindo para a formagao de trombos [34]. Dessa forma, a associacao de
treinamento fisico com EAA poderia potencializar ainda mais os efeitos deletérios citados
anteriormente.

Outros estudos apontam que usuarios de EAA apresentam uma desfavoravel
reatividade vascular, possuem alteragao no metabolismo de lipideos (elevagao do LDL e a
diminuicdo do HDL) e apresentam maior risco de desenvolver arritmias que levam a morte
subita, apesar deste mecanismo ainda nao ter sido elucidado [34]. Além disso, ainda ha
indicios de que o uso de EAA ativa o sistema renina-angiotensina-aldosterona no coragao
(envolvido no remodelamento patologico) [35], além de interferir nos sistemas
relacionados a eliminagao/reducéo de espécies reativas de oxigénio, o que pode acelerar
eventos isquémicos cardiovasculares [36].

Ainda com relagcdo aos danos promovidos pelos esteroides, no tocante a
nandrolona, estudos apontam que o uso de doses suprafisioldgicas reduz o conteudo
hepatico de glicogénio, além de promover uma fibrose consideravel no tecido hepatico,
com consequente aumento das concentracbes de enzimas como a aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), que sao utilizadas como
marcadoras de lesao no figado. Além do figado, a nandrolona afeta os testiculos e érgaos
sexuais acessorios, promovendo, inclusive, apoptose das células germinativas,
deflagrando problemas na fertilidade [37, 38]. No entanto, um aspecto pouco citado,
porém de grande importancia, € o potencial dos esteroides enquanto drogas de abuso.
Antigamente, era bem comum que os transtornos relacionados a aparéncia fisica se
limitassem as mulheres, porém, ha algumas décadas este problema parece ter afetado

também aos homens. O ideal masculo e viril tem feito com que mais e mais homens,
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principalmente jovens, recorram a substancias que facilitam a aquisicdo deste padrao
fisico desejavel, e o esteroide € uma destas principais substéncias. Os usuarios de EAA
acreditam que além do efeito direto, estimulando a hipertrofia muscular, ha um efeito
indireto, proporcionando sessdes de treino mais intensas e duradouras, além de promover
disposicdo e motivagao. No entanto, o uso crénico dos EAA parece promover alteragbes
psicoldgicas importantes, como transtorno de humor (como mania, transtorno bipolar ou
depressao), episddios de agressividade descontrolada e até mudangas subitas de
comportamento e temperamento, com aumento da possibilidade destes individuos
cometerem crimes, principalmente devido ao sentimento de “invencibilidade”. O
narcisismo patologico e a personalidade antissocial também estédo relacionados ao abuso
de EAA. Além disso, ainda existe uma correlacédo entre o uso de EAA e um decréscimo
na tolerdncia a frustragcdo, principalmente quando existe provocagdo. Tais
comportamentos, associados com uma visdo deturpada do individuo sobre sua propria
capacidade, podem promover acessos de furia que resultam em homicidios, suicidio e
abuso infantil. Em alguns casos, o uso de esteroide pode desencadear esquizofrenia
aguda, além de confusdo mental, paranoia e alucinagdes. Devido a estes sintomas (além
do fato de que a interrupcdo do uso do anabolizante promove uma sindrome de
abstinéncia marcada por sintomas adrenérgicos e “fissura”), a Associacdo Psiquiatrica
Americana codificou, em 1994, o “transtorno de dependéncia do horménio esteroide
sexual” [39].

Apesar do consenso que existe sobre o uso indiscriminado de anabolizantes e seu
potencial danoso a saude, os estudos a respeito ainda sdo pouco contundentes quanto a
administragcdo de doses suprafisiolégicas de EAA em humanos. Os poucos estudos
delineados para investigar a utilizacdo de EAA nao refletem, necessariamente, a
realidade; eles subestimam os efeitos colaterais e, além disso, ndo englobam os
esquemas de uso destas substancias. Apesar de muitos usuarios negarem o uso de
esteroides, é muito comum a utilizagdo dos mesmos e ainda, com a adog&o de um regime
com multiplos esteroides durante um ciclo de tratamento, para incrementar o ganho de
massa muscular de acordo com o treinamento. Outro fator a ser considerado é a
aquisicao destas substancias: uma vez que a venda € controlada, a unica alternativa que
resta aos usuarios € o mercado informal, porém a qualidade das mesmas é questionavel.
Todos estes fatores interferem nos estudos que buscam relacionar o uso de esteroides na
saude humana, ja que nao é possivel estabelecer uma relacdo causal dos efeitos
colaterais destas substancias a partir da dosagem e do tempo de tratamento [40]. Desta

forma, se faz necessario o delineamento de estudos com o maior controle possivel destas
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variaveis, afim de estabelecer o real impacto da associacdo do anabolizante com o
treinamento fisico, principalmente o resistido, uma vez que esta associagdo tem se
difundido amplamente nas academias, atualmente. A utilizagdo de técnicas de
mapeamento de proteinas, como a protebmica, tem se mostrado extremamente util
nestes casos, uma vez que é possivel estabelecer o padrdo proteico em todas as
situagdes de estudo (treinamento isolado, anabolizante isolado e associagdo de ambos) e
fazer comparagbes para verificar quais vias de sinalizagdo estdo ativadas e que
alteracdes estdo ocorrendo, afim de confirmar o real impacto desta associagcédo ou de

cada estimulo isoladamente.

1.4 O uso da protedmica como ferramenta investigativa

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de técnicas laboratoriais tem possibilitado
cada vez mais o diagnostico precoce das doengas, proporcionando aos pacientes uma
melhor qualidade de vida. As “6micas”, termo que compreende o uso de técnicas que
possibilitam o entendimento global dos processos celulares, desde o gene até o transcrito
final, tém facilitado o estudo e a comparacao dos perfis fisioldgicos e patoldgicos [41].
Dentre elas, a protebmica € uma das mais promissoras, uma vez que as proteinas
costumam estar relacionadas a diversas vias de sinalizagao, atuando como efetoras em
processos tanto fisiolégicos quanto patoldgicos.

A protedmica surgiu, conceitualmente, como um ensaio bioldgico para quantificar e
analisar amostras complexas de proteinas. E uma ferramenta poderosa que suporta
catalogar e quantificar de forma confiavel, sensivel e com alto rendimento, o perfil proteico
de uma matriz bioldgica, fornecendo informagdes valiosas da ligagdo entre o gene que
codifica tais proteinas com a atividade e funcado exercida por elas [42]. A prote6mica
fornece uma rapida identificacdo de todas as proteinas expressas por uma célula ou
tecido, proporcionando, assim, um rapido avanco na quimica das proteinas [42].

O termo proteoma foi sugerido pela primeira vez em 1994, por Marc Wilkins e
colaboradores, no Primeiro Encontro de 2DE em Siena, Italia. O proteoma foi definido
como complemento proteico do genoma, dai o termo criado (proteina + genoma =
proteoma); ja o processo de estudo do proteoma seria conhecido como proteémica, e
abrange o estudo dos processos relacionados a quantificagdo, modificagdo e interagao
das proteinas [41, 42]. A protebmica proporciona a investigagdo em larga escala das
proteinas, o que facilita a identificacdo de possiveis biomarcadores como alvos

terapéuticos em processos patologicos [43]. Devido a natureza dindmica da expressao
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proteica nos tecidos, se faz necessario criar técnicas eficientes que proporcionam desde a
separacao até a identificacdo das proteinas [44]. No entanto, apesar do avanco das
técnicas de separacgao, identificacdo e quantificacdo, observa-se que ndo ha uma unica
analise que satisfaca todas as necessidades dos pesquisadores referente ao tipo de
informagao que se deseja obter de uma matriz biolégica; cada plataforma fornece valiosas
informagdes, apesar dos seus aspectos negativos inerentes a técnica [42].

Nos ultimos anos, diversas técnicas foram criadas e aperfeicoadas para a
investigacao eficaz das proteinas. Basicamente, elas podem ser divididas em técnicas
baseadas em gel ou gel-free para a separagao, podendo ainda ser quantificadas ou nao,
mas em ambas as técnicas é necessario que as proteinas sejam previamentedigeridas.
As técnicas baseadas em gel promovem uma separag¢ao em dois principios das proteinas:
primeiramente pelo ponto isoelétrico e em seguida pela massa molecular; por isso séao
denominadas 2-DE (eletroforese em 2 dimensdes). Apesar da grande capacidade de
identificar isoformas e modificagbes pds-traducionais, a técnica de gel 2-DE é pouco
reprodutiva e ndo consegue identificar proteinas em baixas concentragcées e em extremos
de pH [44].

Nas técnicas gel-free, as proteinas sao previamente digeridas em fragmentos
menores para aumentar o poder de resolucio e facilitar a separag¢ao. O principal método
de separacado gel-free é através do HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia), e
atualmente € o método de escolha para a separacdo das proteinas, uma vez que nao
possui as desvantagens do gel 2-DE, apesar de nao ser tdo acessivel [43]. No entanto, a
técnica de espectrometria de massas (MS) é a responsavel por efetuar a anélise
protebmica propriamente dita, uma vez que ela é capaz de separar, identificar e ainda

quantificar as proteinas. A figura 3 traz um esquema conceitual da técnica de protedmica.
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Figura 3. Os dois processos mais comuns para analise protedmica quantitativa sdo mostrados. No primeiro
(topo), 2DE ¢é usado para separar e quantificar proteinas, e proteinas selecionadas sédo entio isoladas e
identificadas por espectrometria de massa. Na segunda (inferior), utiliza-se a LC-MS / MS para analisar as
digestbes de enzimas de misturas proteicas ndo separadas, e consegue-se quantificagdo exacta marcando
os péptidos com isétopo estavel. Ambos os processos sdo compativeis com métodos de fracionamento ou
separagao de proteinas, como o fracionamento subcelular, isolamento de complexos protéicos e
eletroforese e cromatografia, proporcionando, assim, um contexto biolégico adicional as amostras de
proteinas analisadas. Adaptado de Patterson et al 2003.

A técnica de espectrometria de massas se baseia na capacidade dos analitos de
sofrer ionizagdo. A molécula, ao adentrar o equipamento, € bombardeada por ions até
formar fragmentos ibnicos. Através da mensuracdo da razdo massa/carga destes
fragmentos, é possivel determinar a molécula através de sua estrutura [42]. Apesar de ser
uma técnica valiosa, a espectrometria de massas se mostrava incompativel com muitas
macromoléculas biolégicas (como peptideos e proteinas), devido a dificuldade de
ionizagdo das mesmas, o0 que impedia a determinagdao destas macromoléculas. No final
dos anos 80, no entanto, foram desenvolvidos dois de métodos que permitiam a ionizagao
de peptideos e proteinas sem que houvesse uma fragmentagdo excessiva dos mesmos.
Eram as técnicas de lonizagdo por Eletrospray (ESI) e lonizagdo e Dessorgdo a Laser
Assistida por Matriz (MALDI). A partir dai, a quimica de proteina obteve grande avango
[42]. A técnica de MALDI constitui-se por uma técnica de identificagdo de proteinas
conhecida como “impressao digital de massa do peptideo”. Nesta analise, o espectro de
massa obtido é usado para gerar uma lista de fragmentos de massas de peptideos, que
depois sdo combinados com as sequéncias disponiveis em uma base de dados. O

sucesso deste tipo de analise depende da especificidade da enzima usada (geralmente
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tripsina), do numero de peptideos identificados e da acuracia de massa do espectrémetro
[42, 45].

Ja na técnica de ESI, além de mensurar a massa dos peptideos, também é
possivel isolar ions especificos da mistura com base na sua carga/massa e fragmenta-los
ainda mais, gerando uma espécie de duplo espectro, conhecido como MS/MS. Devido a
essa grande capacidade de fragmentacgéao, a identificagcdo dos peptideos € muito melhor e
mais rapida. Além disso, a técnica de ESI| pode ser facilmente combinada com
ferramentas de separagao de peptideos, como a cromatografia, facilitando o processo de
separagao e consequentemente, de identificacdo dos peptideos em uma mistura [42, 45].
Essa abordagem oferece grandes vantagens, pois a separacao eficiente das fragdes
proteicas através da cromatografia (como o HPLC) facilita a identificagdo e quantificagdo
de um numero maior de proteinas pelo espectrometro de massas [46].

Dentre todas as técnicas de analise protedbmica, a técnica baseada em
espectrometria de massas tem se tornado o padrao ouro para a analise do perfil proteico,
uma vez que ela fornece maneiras de identificar muitas proteinas de diversos
compartimentos, auxiliando a estabelecer as conexdes e a compreender melhor as
funcdes dentro de um determinado compartimento celular [42].

Devido as diversas vantagens oriundas da espectrometria de massas para analise
do proteoma, neste trabalho utilizamos a técnica de cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UPLC) acoplado a um espectrometro de massas de alta/baixa energia de
colisdo (MSE) com o intuito de aumentar o poder de resolugdo de nossas analises, e
dessa forma, estabelecer as principais alteracbes proteicas desencadeadas pelo

anabolizante e sua associacdo com o treinamento resistido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da administragdo crbénica de doses supra-fisiologicas de
decanoato de nandrolona, associada ao treinamento fisico de alta intensidade, sobre o

perfil proteico em tecido cardiaco de ratos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar, em tecido cardiaco de ratos tratados com doses supra-fisioldgicas de

decanoato de nandrolona e submetidos ao treinamento fisico resistido de alta intensidade:

= O perfil proteico, buscando identificar alteracbes qualitativas e quantitativas
induzidas por estes estimulos;

= |dentificar proteinas e possiveis vias de sinalizacdo que possam estar envolvidas

no desenvolvimento da hipertrofia patoldgica e disfungédo cardiaca, induzidas por

cada estimulo separadamente ou pela associacdo de ambos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Ratos machos Wistar de 2 meses de idade foram aleatoriamente divididos em
quatro grupos experimentais: nao-treinado + veiculo (NTV), treinado + veiculo (TV), n&o-
treinado + nandrolona (NTN) e treinado + nandrolona (TN) (n = 6-10 /grupo). A dose de
nandrolona utilizada foi de 5mg/Kg (Organon — EUA), administrada via intramuscular,
duas vezes por semana, durante 6 semanas consecutivas. Ja os grupos controle (veiculo)
receberam injecdo de propilenoglicol (0,2 mL/Kg). O peso corporal dos animais foi
avaliado duas vezes por semana, durante todo o periodo experimental.

Os animais foram mantidos no Biotério da Disciplina de Nefrologia, Departamento
de Medicina da Escola Paulista de Medicina (Universidade Federal de Sao Paulo),
alojados em gaiolas coletivas com 4 animais no maximo, em temperatura controlada
(22+2°C), e com ciclo claro/escuro de 12/12 h (luzes acendendo as 6:00 h). Além disso,
tiveram agua e ragao propria para roedores (Moinho Primor®) disponiveis a vontade.
Todos os procedimentos utilizados neste experimento foram aprovados pela Comisséo de
Etica na Experimentagéo Animal da UNIFESP (# 4462310114).

3.2 Protocolo de treinamento

Apds um periodo de adaptacdo de 1 semana, os animais dos grupos Treinados (TV
e TN) realizaram saltos em um cilindro contendo agua, com uma sobrecarga acoplada ao
térax através de um colete, com 30 segundos de intervalo de descanso entre cada série
(Figura 4). Este modelo de treinamento resistido (TR) tem sido utilizado por nosso grupo
de pesquisa e ja foi descrito anteriormente por Cunha et al [47]. O TR consistiu em 30
sessdes de saltos, 5 dias por semana, durante 5 semanas. Em cada sessido foram
realizados 4 conjuntos de 10 saltos com sobrecarga de peso progressiva (na primeira e
segunda semanas, 50%, na terceira e quarta, 60% e na quinta, 70% do peso corporal do
animal) (Tabela 1, Figura 5). Apds cada sessao de treinamento, os animais foram secos
com toalha absorvente, mantidos por cerca de 30 minutos no laboratério, e em seguida
foram transportados ao biotério de experimentacgéo. A figura 4 traz um esquema ilustrativo

do protocolo de treinamento e a figura 5 traz um esquema ilustrativo do treinamento.
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Tabela 1: Protocolo de treinamento fisico resistido.

Dia de . Sobrecarga
treinamento Treinamento (% Peso corporal)
1° 2 séries de 5 saltos 50
2° 3 séries de 5 saltos 50
3° 4 séries de 5 saltos 50
4° 4 séries de 7 saltos 50
5° 4 séries de 9 saltos 50
6°ao 15° 4 séries de 10 saltos 50
16° ao 25° 4 séries de 10 saltos 60
26° ao 30° 4 séries de 10 saltos 70

.
3

50 . .

S0cm ; :> @ |::> .j.u .

Figura 4. llustragdo esquematica do método de treinamento (adaptado de Tanno et al [48]).

Inicie do

Inicio da Fim da treinamento: Fim da Inicio Fim da Inicio da Fim do
adaptacdo adaptagae etapa 1* etapa | etapa 2** etapa 2 etapa 3***  protocolo
Dia 1 Dia 5 ‘ Dia é Dia 10 Dia 11 Dic 15 Dia 16 Dia 20 Dia 21 Dia25 | Dia2é Dia 30
v v v v v
Fim de semana Fim de semana Fim de semana Fim de semana Fim de semana

Figura 5. Representacdo temporal do protocolo experimental, demonstrando o protocolo as etapas do

protocolo de treinamento a que os animais foram submetidos.
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3.3 Avaliagao da pressao arterial e frequéncia cardiaca

Ao final do periodo experimental, a presséo arterial e a frequéncia cardiaca foram
avaliadas nos animais, mantidos acordados, usando um sistema de manguito de cauda
(BP-2000, Sistema de Anadlise de Pressao SangueTM/Sistema de Visitach). Os animais
(n=10/grupo) foram levados para uma sala com isolamento acustico e mantidos por 30
minutos para adaptagdo. Os ratos permaneceram por 5 minutos em uma plataforma
aquecida a 36 °C com a cauda conectada ao aparelho antes de iniciar as medidas. Apds
5 minutos de adaptacdo do animal ao dispositivo, foram coletados os dados de pressao
arterial sistélica, diastolica, média e frequéncia cardiaca. A cada troca de animais, o
aparelho foi devidamente sanitizado para evitar interferéncias na analise subsequente. As

medidas foram realizadas uma vez por semana entre as 8h as 12h.

3.4 Coleta de tecidos e preparagao de amostras

Quarenta e oito horas apds a ultima sessado de treinamento, os animais foram
mortos por decapitacdo e o coragao foi isolado e pesado para determinar a hipertrofia
cardiaca (peso total do coragao/peso corporal final). O ventriculo esquerdo foi dissecado e
rapidamente congelado em nitrogénio liquido e depois armazenado a -80°C.

Para a preparagdo da amostra, o ventriculo esquerdo foi pesado (200 mg),
homogeneizado (Polytron, Kinematic Inc - EUA) em 5 mL de tampé&o de lise (Tris 40 mM,
CHAPS 2%, 500 pL de solugdo de inibidor de protease, pH = 7,6) e o material foi
centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Em seguida, 100 yL do homogenato
foram dialisados utilizando um filtro Amicon (3kDa) com agua ultrapura a 2000 rpm e 4°C.

A concentracao de proteinas foi determinada utilizando-se o método de Bradford [49].

3.5 Protocolo de digestao triptica

A analise protebmica foi realizada conforme previamente descrito por Dantas et al
[28]. Resumidamente, as amostras (n=6/grupo) foram agrupadas em uma Unica amostra
representativa do grupo e normalizadas de acordo com a concentragéo proteica, obtendo-
se o0 equivalente a 50 pg de proteina final. Em seguida, foram completamente secas
utilizando-se um evaporador até a obtencdo de um precipitado, que foi ressuspenso em
60 pL de uma solugéo de bicarbonato de aménio a 50 mM. Adicionou-se uma solugao de
RapiGest SF de 0,2% (Waters - EUA) para desnaturar as proteinas e realizada a
incubacéo a 80°C durante 15 minutos, seguida por uma reducao com ditiotreitol 100 mM
durante 30 minutos a 60°C e por uma alquilagdo com iodoacetamida 300 mM a
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temperatura ambiente por 30 minutos. Depois disso, as amostras foram incubadas
durante a noite com tripsina a 37°C. Apds a hidrdlise, as amostras receberam 10 uL de
uma solugao de acido trifluoroacético a 5% e foram novamente incubadas a 37°C durante
90 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14 000 rpm a 6°C durante 30
minutos. O sobrenadante foi transferido para vials Waters Total Recovery (Waters - EUA)
e adicionou-se o padrdo interno (50 pL de enolase 100 fmol/pL) para permitir a
quantificacdo absoluta de proteinas. Por fim, foram adicionados 40 pL de acetonitrila a 3%
e 0,1% de FA, obtendo uma solugdo com volume final de 200 uL, sendo a concentragao

final de proteinas de 250 ng/uL e do padréao interno de 25 fmol/uL.

3.6 Anadlise de dados em equipamento do tipo nano UPLC- MSE

Uma aliquota de 10 pL de cada amostra foi injetada no sistema cromatografico
nanoAcquity acoplado ao espectrometro de massas Synapt MS equipado com uma fonte
de ionizagdo de pulverizador nanolocks que operava em modo positivo (nanoESI-MS,
Waters-USA). Os peptideos foram concentrados e dessalinizados em coluna Acquity
UPLC PST C18 (5 pym, 180 pym x 20mm) e depois fracionados por uma coluna HSS T3
(1.8 ym, 75 ym x 100mm) (Waters - EUA) utilizando-se um gradiente de 2 a 35% de
acetonitrila e uma solugao de acido férmico a 0,1%, seguindo um fluxo de 500 nL/min. As
definigdes por espectrometria de massas foram realizadas no modo "V" com poténcia de
resolugao de pelo menos 10000 FWHM (largura a meia altura). A calibragao foi realizada
com uma solugcdo de GFP (Human [Glu1] -fibrinopeptide B a 200 fmol/mL). Todas as
aquisicdes foram realizadas no modo MSE consistindo em espectros alternados de
energia de colisao baixa (3eV) e alta (15-50eV), aplicada ao modulo de trap do T-wave. O
tempo de varredura da pesquisa de MS foi de 0,6 segundos em cada modo. A frequéncia
aplicada ao analisador de massa quadrupolar foi ajustada de modo que os ions de m/z 50
a 2000 fossem transmitidos de forma eficiente, garantindo que qualquer ion inferior a m/z
300 fossem oriundos exclusivamente de dissociagdes na célula de colisdo. Todas as
medidas de varredura alternadas foram realizadas em repetigcdes.

Os espectros de proteinas foram processados e identificados utilizando-se o
software ProteinLynx Global Server v.2.4 (PLGs). A identificagdo e a quantificagdo das
proteinas foram geradas através de algoritmos dedicados e a pesquisa foi realizada em
uma base de dados especifica da espécie pela biblioteca UniProtKB/Swiss-Prot Release
com o0s seguintes parametros: taxonomia Rattus norvegicus (ID 10116), nUmero maximo
de clivagens perdidas igual a 1, modificagdo fixa da cisteina por carbamidometilagao,

modificagdes variaveis por acetilagdo no N-terminal e oxidagdo da metionina. Os bancos
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protedmicos foram randomizados on the fly e a taxa de 4% foi estabelecida para a
identificacdo de falsos positivos. Repetigbes técnicas de cada grupo foram realizadas,
considerando-se para as posteriores analises apenas as proteinas identificadas e
quantificadas em pelo menos trés das cinco corridas, além de terem sido marcadas como
aceitas pelo ProteinLynx, de terem pelo menos 2 peptideos identificados e minimo de 5
fragmentos por proteina. A figura 6 demonstra um exemplo de identificacdo e aceitagéo

das proteinas pelo ProteinLynx.

A B C D E F G H | J K L M N [0} L Q R

1 _prmeim.k_pmtein.Er protein.Access protein.Descrip protein.d: protein.sc protein protein.avghM: protein.M protein.m protein.di protein.se protein.M protein.tc protein.M protein.fmo protein.ngraiprotein.AutoCurate
41 5562 Q68FY0 QCR1_RAT Cytochrome b cRegular  3.827.839 0.00 535.331.797 10 3 37 10.42 19283 26253 6789 280.517 15.017 Green

42 1485 PO0406  COX2 RAT Cytochrome c c Regular  3.810.050 0.00 261.134.837 9 1 11 4.41 14134 42402 3347 453.071 11.831 Green

43 3052 P20059 HEMO_RAT Hemopexin OS Regular  3.478.656 0.00 520.923.509 21 7 36 26.96 61544 43299 16371 462.655 24.101 Green

44 2271 Q68FU3  ETFB_RAT Electron transf¢ Regular  3.392.417 0.00 279.155.720 7 2 17 12.94 17123 34056 3186 363.893 10.158 Green

45 1 P00924 ENOL YEAST Enolase10SSzRegular 2.381.082 0.00 468.732.187 17 3 28 17.16 34391 23397 8930 250.000 11.718 Yellow

46 1289 Q8VHFS> CISY_RAT Citrate synthas Regular  2.218.675 0.00 522.090.392 14 3 33 7.94 17075 15267 7042 163.130 0.8517 Yellow

47 4800 Q01205 ODOZ RAT Dihydrolipoylly Regular  1.706.247 0.00 492.676.304 13 4 33 8.81 18705 15708 6962 167.842 0.8269 Yellow

43 637 P354335  ATPG_RAT ATP synthase siRegular  1.554.060 0.00 302.477.976 10 3 20 6.39 14984 15310.5 6745 163.595 0.4948 Yellow

49 5114 P16617  PGK1_RAT Phosphoglyceri Regular  1.514.804 0.00 449.377.525 19 3 32/11.99 63744 51022.5 18052 543.182 24.499 Yellow

50 3163 P63018 HSP7C_RAT Heat shock cogiRegular  1.045.035 0.00 710.992.839 12 3 50 6.81 22568 20789 6134 222,133 15.794 Yellow

Bl 54 P14046  ALI3_RAT Alpha 1inhibitcRegular 913.078 0.00 1.651.422.097 17 6 93 3.79 22692 14239 7179 152.146 25.126 Yellow

52 587 P11307  AT2AZ_RAT sarcoplasmic el Regular 499.710 0.00 1.164.220.034 18 6 72 6.42 46375 30675 10635 327.766 38.199 Yellow

33 12050 RANDOM: RANDOMA4282 Random Seque Random 54,107 1.92 1.165.538.679 3 2 82 2.04 73620 2316 25360 24.747 0.2884 Red

Figura 6. Exemplo de tabela de saida do ProteinLynx quanto a identificagdo das proteinas. Note que na coluna R ha

"«

o parametro protein.AutoCurate e descritores como “green”, “yellow” e “red”. Estes descritores dizem respeito aos

parametros de identificacdo dos espectros. Quando a proteina se encaixa nos parametros, ela recebe uma etiqueta

de “green” e apenas estas sédo consideradas para as posteriores analises.

3.7 Analise estatistica

A quantificacdo de proteinas foi baseada na medigdo de intensidade de picos de
ions peptidicos e os resultados foram gerados com a massa exata no tempo de retencgao,
contendo todas as informacdes da proteina e seus valores de quantificacdo pelo software
Expression Plus. Os dados foram apresentados como média + erro padrao da média.
Para determinar a existéncia do efeito da droga e do exercicio, foram realizadas analises
de variancia de duas vias (ANOVA), seguidas do teste post hoc de Tukey. As diferencas

foram consideradas significativas em p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 indice de hipertrofia cardiaca e pressao arterial

Os resultados de peso corporal, hipertrofia cardiaca e pressdo arterial estao
apresentados na tabela 2. O peso corporal foi semelhante entre os grupos experimentais,
no inicio do periodo experimental. Os ratos treinados apresentaram menor peso corporal
apos 6 semanas de treinamento quando comparados com grupos nao-treinados (TV vs.
NTV, TN vs. NTN). Além disso, o peso corporal final dos animais treinados e tratados com
nandrolona foi reduzido em comparagdo com o grupo TV (TN vs. TV).

O peso do coragdo dos animais dos grupos TV, NTN e TN foi menor do que dos
animais NTV (p <0,05). Com relagao ao indice de hipertrofia cardiaca, observa-se que os
animais do grupo TN apresentaram valores significativamente superiores em comparagao
aos demais (p <0,05). Nao houve diferenga estatistica com relacdo aos valores de
pressao arterial sistolica (PAS) entre os grupos experimentais. Por outro lado, a pressao
arterial diastélica (PAD), a pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC)
foram significativamente menores no grupo TV em relagdo ao grupo NTV. Os ratos TN
apresentaram FC mais baixa do que os registrados nos grupos NTV e NTN.

Tabela 2 - Parametros do peso corporal inicial e final (PC), peso do coragédo (PCor), indice de hipertrofia

cardiaca (IHC), pressao arterial sistdlica (PAS), pressdo arterial diastdlica (PAD), presséo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC).

NTV TV NTN TN
PC Inicial (g) 248 £ 5 242+ 4 246 £ 5 253 £ 4
PC Final (g) 38142 327+5 345+5' 318+ 5&
PCor (mg) 1147 + 14 1052 + 11" 1054+9° 1057 £ 17°
IHC (mg/g) 2,92 + 0.03 3,17 £ 0.04’ 3,06 + 0.02" 3,32 + 0.03#&
PAS (mmHg) 153+ 2 146+ 3 155+ 2 149 + 1
PAD (mmHg) 114 £ 2 101+ 5 117+ 3 112+ 3
PAM (mmHg) 127 + 2 172 132 1 125+ 2
FC (batimentos/min) 391+6 36314 386 + 4 356 + 2%

Os dados sao expressos como média + erro padrao da média. NTV: néo treinado + veiculo, TV: treinado + veiculo, NTN:
ndo treinado + nandrolona e TN: treinado + nandrolona. ANOVA de duas vias + teste Tukey pds-hoc. n = 6 / grupo; * p
<0,05 vs. NTV; #p <0,05vs. TV e & p <0,05 vs. NTN.
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4.2 Proteinas

A figura 7 mostra as analises qualitativas e quantitativas das proteinas identificadas

nos ventriculos esquerdos (VE) dos animais em cada grupo experimental.

1559 proteinas
identificadas em
todas as replicatas

488 proteinas em
pelo menos 3 das 5

corridas
Andlise qualitativa Analise quantitativa
4 exclusivamente NTV x NTN TN X NTN TN X NTV TV X NTV TVXTN
expressas no grupo
NTV
29 exclusivamente 28 subexpressas 25 subexpressas 19 subexpressas 17 subexpressas 9 subexpressas
expressas no grupo 12 superexpressas 12 superexpressas 28 superexpressas 46 superexpressas 46 superexpressas

TV

Figura 7. Proteinas identificadas e quantificadas em todos os grupos experimentais. Em relacdo a analise
qualitativa dos grupos NTN e TN, nao foram identificadas proteinas significativas.

As proteinas foram identificadas pela base de dados UniProtKB e confirmadas pelo
Swiss-Prot, em http://www.uniprot.org/uniprot/. O numero inicial de 1559 proteinas diz
respeito a todas as proteinas identificadas, independente das replicatas. Uma vez
confirmadas, todas as proteinas passam por uma analise detalhada e aquelas presentes
em mais de 1 replicata s&o agrupadas de acordo com o grupo, chegando ao valor de 488.
Destas, foram excluidas aquelas que ndo foram aceitas pelo software ProteinLynx
(conforme demonstrado na figura 6), assim como aquelas que nao tinham pelo menos 2
peptideos identificados e confirmados e no minimo 5 fragmentos por proteina, chegando
as proteinas de interesse de cada grupo.

Algumas proteinas expressas exclusivamente no VE do grupo TV, foram: HSP20
(heat shock protein 20 kDa), a cristalina de cadeia 3 e transportador de potassio ATPase
dependente. Nao foi detectada expressao dessas proteinas nos dois grupos tratados com
nandrolona (TN e NTN).
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As proteinas identificadas no VE foram classificadas com base no Gene Ontology

de acordo com o processo bioldgico e o compartimento celular:

- Figura 8 - proteinas expressas exclusivamente nos grupos NTV e TV,
- Figura 10 - proteinas expressas em NTV vs. NTN;
- Figura 13 - proteinas expressas em TV vs. TN;

- Figura 16 - proteinas expressas em TN vs. NTN.

Observamos a expressao equivalente (25%) de uma gama de proteinas no tecido
relacionadas a glicélise, inflamacado, proteinas estruturais e conformagéo protéica no
grupo NTV (figura 8A). Considerando os compartimentos celulares, encontramos 17%,
50% e 33% de proteinas na fragdo nuclear, citoplasma e circulagdo sanguinea,
respectivamente (figura 8B). Em resposta ao TR, observamos que 27% das proteinas
estdo relacionadas a cadeia respiratéria, 14% relacionadas a glicélise e ao metabolismo
dos acidos graxos e 10% relacionadas ao ciclo de Krebs (figura 8C). De acordo com os
compartimentos celulares, observamos 43% das proteinas na fragdo mitocondrial,
enquanto 16% delas foram encontradas no citoplasma e nas fragées da membrana (figura
8D).

Na tabela 3 apresentamos as proteinas expressas exclusivamente no ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos NTV e TV, uma vez que os grupos NTN e TN néao
apresentaram proteinas exclusivas. Além disso, com o objetivo de identificar possiveis
interagdes entre as proteinas identificadas exclusivamente no grupo Treinado, utilizamos
o banco de dados STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins,
v.10.5 - disponivel em http://string-db.org), que demonstra as interagdes e os tipos de

acao entre as proteinas, conforme ilustrado na figura 9.
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Tabela 3. Termo de acesso na base UniProt e descricdo das proteinas identificadas através de UPLC-MSE, expressas exclusivamente no ventriculo esquerdo de
ratos ndo treinados + veiculo (NTV) e treinados + veiculo (TV), apds 6 semanas de treinamento resistido de alta intensidade.

Nao-treinado + veiculo

Termo de acesso Descri¢ao Massa (Da) Peptideos identificados
1. GLICOLISE
G6PI_RAT Glicose 6 fosfato isomerase 62998.21 9

2. CONFORMACAO PROTEICA
PPIA_RAT Peptidil prolil cis trans isomerase A 18102.47 3

3. ESTRUTURAL
ACTA_RAT Actina adrtica de musculo liso 42408.26 12

4. RESPOSTA INFLAMATORIA
FETUA_RAT Alfa 2 HS glicoproteina 38780.75 4

Treinado + veiculo

Termo de acesso Descricao Massa (Da) Peptideos identificados
1. GLICOLISE

KPYM_RAT Piruvato quinase isoenzimas M1 M2 58331.18 7
ODPA_RAT Piruvato desidrogenase subunidade E1 43911.01 4
PGM1_RAT Fosfoglicomutase 1 61688.38 8
ODPB_RAT Piruvato desidrogenase subunidade E1 39324.39 5
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2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

ACSL1_RAT
ECHB_RAT
ECHA_RAT
THIM_RAT

CoA ligase 1 de acidos graxos de cadeia longa
Enzima tri funcional subunidade beta mitocondrial
Enzima tri funcional subunidade alpha mitocondrial
3 cetoacil CoA tiolase mitocondrial

3. CADEIA RESPIRATORIA

DLDH_RAT
NDUV2_RAT
ATPG_RAT
NDUAA_RAT
ATSF1_RAT
ATPSH_RAT
ETFA_RAT
KCRB_RAT

4. CICLO DE KREBS
DHSA_RAT
THIL_RAT
ODO1_RAT

5. HEAT SHOCKS
CH60_RAT
GRP78_RAT
HSPB6_RAT
CRYAB_RAT

6. ANTIOXIDANTE
THIO_RAT

Diidrolipoil desidrogenase mitocondrial

NADH desidrogenase flavoproteina ubiquinona

ATP sintase subunidade gama mitocondrial

NADH desidrogenase ubiquinona subunidade 1 alfa
ATP sintase subunidade b mitocondrial

ATP sintase subunidade d mitocondrial

Flavoproteina transferidora de elétron subunidade alfa
Creatina quinase tipo B

Succinato desidrogenase flavoproteina ubiquinona
Acetil CoA acetiltransferase mitocondrial
2 oxoglutarato desidrogenase mitocondrial

Proteina heat shock de 60 kDa mitocondrial
Proteina heat shock de 78 kDa reguladora de glicose
Proteina heat shock beta 6 (HSP20)

Alfa cristalina de cadeia beta

Tiorredoxina

79205.32
51699.74
83349.36
42270.19

54608.44
27720.55
30247.80
40778.28
28982.91
18820.50
35293.56
43010.49

72641.82
45037.27
117493.53

61126.70
72518.16
17561.97
20088.86

12015.66

10

11

o U~ OYW UL I
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7. TRANSPORTE

AT12A RAT Transportador de potdssio ATPase cadeia alfa (KATP)
MPCP_RAT Proteina mitocondrial carreadora de fosfato
VDAC1_RAT Canal anion seletivo voltagem dependente

8. METABOLISMO DE AMINOACIDO
BCAT2_RAT Aminotransferase de cadeia ramificada

9. RESPOSTA INFLAMATORIA
MUG2_RAT Murinoglobulina 2

115716.41
39901.42
30869.59

44845.88

162957.96

13
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Figura 8. Representacdo esquematica das proteinas expressas no ventriculo esquero do grupo NTV de
acordo com processos biologicos (A) e compartimentos celulares (B). Proteinas expressas no VE do grupo
TV, de acordo com processos bioldgicos (C) e compartimentos celulares (D). Todas as proteinas foram

classificadas com base no Gene Ontology.
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Figura 9. Mapa de interagdes das proteinas expressas exclusivamente (analise qualitativa) no ventriculo
esquerdo dos animais submetidos ao treinamento fisico de alta intensidade, de acordo com o banco de
dados STRING. Atp5h: ATP sintase subunidade d. Vdac1: canal anion seletivo voltagem dependente. DId:
diidrolipoil desidrogenase. Pdhb: piruvato desidrogenase. Acat1: acetil CoA acetiltransferase. Slc25a3:
proteina carreadora de fosfato. Pgm1: fosfoglicomutase 1. Acsl1: CoA ligase de acidos graxos de cadeia
longa. Hadhb: enzima tri funcional de cadeia beta. Ckb: creatina quinase tipo B. Pkm: piruvato quinase
isoenzimas M1 e M2. Etfa: flavoproteina transferidora de elétron subunidade alfa. Atp5f1: ATP sintase
subunidade B. Ndufa10: NADH desidrogenase. Hspa5: proteina reguladora de 78 kDa. Atp12a:
transportador de potassio ATPase dependente. Hspb6: proteina heat shock beta 6. Bcat2:
aminotransferase de aminoacidos de cadeia ramificada. Pdha1: piruvato desidrogenase. Hadha: enzima tri
funcional de cadeia alfa. Atp5c1: ATP sintase subunidade gama. Ogdh: 2-oxoglutarato desidrogenase.
Cryab: alfa cristalina de cadeia beta. AcaaZ2: 3-cetoacil-CoA tiolase. Hspd1: proteina heat shock de 60 kDa.
Mug2: murinoglobulina 2. O bloco destacado em vermelho ressalta as proteinas de metabolismo
energético (glicolise e B-oxidagéo lipidica), o bloco em azul traz algumas das proteinas heat shocks e o
bloco em amarelo traz as proteinas da cadeia respiratéria. As proteinas destacadas pelas setas sao
proteinas consideradas chave neste grupo. Fonte: http://string-db.org.
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As comparacgdes entre os grupos nao treinados (NTV vs. NTN) estdo demonstradas
na figura 10. Observamos uma subexpressdao de proteinas relacionadas a cadeia
respiratoria (35%), glicolise (17%), ciclo de Krebs (14%) e metabolismo de acidos graxos
(10%) nos animais NTV (vs. NTN) (figura 10A). As proteinas subexpressas no grupo NTV
(vs. NTN) estéo localizadas nos seguintes compartimentos: fragdo mitocondrial (44%),
citoplasma (28%) e membrana (14%) (figura 10B). Por outro lado, observamos a
subexpressao de proteinas relacionadas ao transporte/canais (31%), antioxidante (15%) e
ciclo de Krebs, metabolismo de aminoacidos, acidos graxos e glicélise (7%) no ventriculo
esquerdo dos ratos NTN (vs NTV) (figura 10C). Considerando o compartimento celular, as
proteinas da fragdo do citoplasma (39%), as secretadas/circulantes (22%), as das fragbes
nuclear, de membrana e mitocondrial (8%) tiveram uma superexpressdo no VE dos ratos
NTV (vs. NTN) (figura 10D). Na tabela 4 apresentamos as proteinas encontradas na
comparagao entre os grupos NTV vs NTN. Na figura 11 apresentamos o mapa de
interagdes das proteinas subexpressas no grupo NTV comparado ao grupo NTN, e na

figura 12 apresentamos o mapa de interagbes das proteinas superexpressas.
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Tabela 4. Termo de acesso na base de dados UniProt e descricdo das proteinas identificadas por UPLC-MSE, expressas no ventriculo esquerdo de ratos nao
treinados + veiculo (NTV) em comparagado com ratos nao treinados + nandrolona (NTN), ap6s 6 semanas de tratamento. As proteinas foram classificadas de acordo
com o processo biolégico. Valores acima de 1 ng correspondem as proteinas superexpressas e abaixo disso, subexpressas.

Subexpressas NTV:NTN

Termo de acesso  Descrigao Massa (Da) Peptideos identificados Razao (ng)
1. GLICOLISE

ODP2_RAT Diidrolipoil lisina acetiltransferase 67679.19 5 0.710
G3P_RAT Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase 36113.20 9 0.555
LDHB_RAT L lactato desidrogenase de cadeia B 36897.58 11 0.688
ALDOA_RAT Frutose bisfosfato aldolase A 39808.20 12 0.696
LDHA RAT L lactato desidrogenase de cadeia A 36735.70 6 0.715

2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

FABP4_RAT Proteina ligadora de acidos graxos no adipécito 14822.06 4 0.725
ACADL_RAT Acil CoA desidrogenase especifica de cadeia longa 48272.14 10 0.632
ECHM_RAT Enoil CoA hidratase mitocondrial 31915.66 3 0.461

3. CADEIA RESPIRATORIA

ATPB_RAT ATP sintase subunidade beta mitocondrial 56353.65 21 0.606
KCRS_RAT Creatina quinase tipo S mitocondrial 47841.56 12 0.788
QCR2_RAT Citocromo b c1 subunidade 2 mitocondrial 48453.27 4 0.664
ADT1_RAT ADP ATP translocase 1 33217.59 9 0.488
ATPO_RAT ATP sintase subunidade O mitocondrial 23454.63 5 0.551
ATPD_RAT ATP sintase subunidade delta mitocondrial 17595.10 3 0.751
ATPA_RAT ATP sintase subunidade alfa mitocondrial 59867.78 16 0.497
ETFB_RAT Flavoproteina transferidora de elétron subunidade beta 27915.57 3 0.511
KCRM_RAT Creatina quinase tipo M 43273.16 18 0.815
UCRI_RAT Citocromo b c1 subunidade Rieske mitocondrial 29730.88 5 0.589
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4. CICLO DE KREBS

SCOT1_RAT Succinil CoA 3 cetoacido coenzima A transferase
MDHC_RAT Malato desidrogenase citoplasmatica
ACON_RAT Aconitato hidratase mitocondrial

IDHP_RAT Isocitrato desidrogenase NADP mitocondrial

5. ANTIOXIDANTE
PRDX5_RAT Peroxirredoxina 5 mitocondrial

6. TRANSPORTE

AT2A2 RAT Reticulo sarcoplasmatico de cdlcio (SERCA2)
HBB1_RAT Hemoglobina subunidade beta 1
HEMO_RAT Hemopexina

7. METABOLISMO DE AMINOACIDO
AATC_RAT Aspartato aminotransferase citoplasmatica

8. METABOLISMO DO GAS CARBONICO
CAH1 _RAT Anidrase carbénica 1

56660.18
36654.26
86174.90
51423.61

22520.88

116422.00
16093.47
52092.35

46656.91

28356.68

Superexpressas NTV:NTN

Termo de acesso  Descrigao

1. GLICOLISE
PGAM2_RAT Fosfoglicerato mutase 2

14
21
12

11
12

20

Massa (Da) Peptideos identificados

28926.18

9

0.995
0.712
0.714
0.640

0.782

0.491
0.834
0.853

0.801

0.906

Razdo (ng)

1.039
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2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS
FABPH_RAT Proteina ligadora de acidos graxos no coragao

3. CICLO DE KREBS
MDHM_RAT Malato desidrogenase mitocondrial

4. ANTIOXIDANTE
PRDX2_RAT Peroxirredoxina 2

5. TRANSPORTE

ALBU_RAT Albumina sérica

TRFE_RAT Serotransferrina

HBA_RAT Hemoglobina subunidade alfa 1 2
MYG_RAT Mioglobina

6. METABOLISMO DE AMINOACIDO
AATM_RAT Aspartato aminotransferase mitocondrial

7. METABOLISMO DO GAS CARBONICO
CAH2_RAT Anidrase carbénica 2

8. INFLAMACAO

PEBP1_RAT Proteina ligadora de fosfatidiletanolamina 1
9. TRADUGAO
RL40_RAT Proteina ubiquitina 60S ribossomal L40

14774.73

36139.83

21954.78

70726.82
78562.28
15499.63
17213.87

47713.56

29284.93

20915.47

15013.47

10

17

47
31

12

16

1.057

1.077

1.065

1.080
1.194
1.022
1.067

1.039

1.296

1.034

1.117
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Exclusivas nesta comparacao NTN:NTV

Termo de acesso  Descrigao Massa (Da) Peptideos identificados
1. GLICOLISE
PYGM_RAT Glicogénio fosforilase isoforma muscular 97786.86 6

2. CADEIA RESPIRATORIA
COX2_RAT Citocromo c oxidase subunidade 2 26113.48 3
QCR1_RAT Citocromo b c1 subunidade 1 mitocondrial 53533.18 6

Exclusivas nesta comparagao NTV:NTN

Termo de acesso  Descrigao Massa (Da) Peptideos identificados
1. GLICOLISE
PGK1_RAT Fosfoglicerato quinase 1 44937.75 6

2. CADEIA RESPIRATORIA

CYC_RAT Citocromo ¢ somatico 11719.52 4
ATP5J_RAT ATP sintase fator acoplador 6 mitocondrial 12494.45 3
COX41_RAT Citocromo c oxidase subunidade 4 isoforma 1 19571.63 2
COX5A_RAT Citocromo c oxidase subunidade 5A mitocondrial 16357.66 5
3. CICLO DE KREBS

ODO2_RAT Dihidrolipoil lisina succiniltransferase 49267.63 3
4. HEAT SHOCKS

GRP75_RAT Proteina heat shock 70 mitocondrial 74142.98 9
HSP7C_RAT Proteina heat shock cognato 71 kDa 71099.28 10
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5. ANTIOXIDANTE

GSTM2_RAT Glutationa S transferase Mu 2
PARK7_RAT Proteina DJ 1
PRDX6_RAT Peroxirredoxina 6

6. ESTRUTURAL

MYL3_RAT Miosina de cadeia leve 3
VINC_RAT Vinculina
PROF1_RAT Profilina 1

7. INFLAMAGCAO
LEG1_RAT Galectina 1

8. METABOLISMO DE NUCLEOTIDEO
NDKB_RAT Nucleosideo difosfato quinase B

9. METABOLISMO DE AMINOACIDO
SPRE_RAT Sepiapterina redutase

25873.77
20202.33
24875.6585

22270.31
117185.81
15128.34

15199.03

17397.07

28527.57

36



Metabolismo do
A .
Metabolismo de Apoptose C;;Z
aminodcidos 3% b

Antioxidantes __
4%

Peroxissomo/

Reticulo
endoplasmatic
2%

circulagao
5%

o A—
Secretado/_/

Ncleo

Membrana

14%

>

Metabolismo de

8% acidos graxos
7%

£ Inflamacdo

Metabolismo do

Metabolismo de 7
aminodcidos
8%

Peroxissomo/__|
lisossomo
6%

>

Figura 10. Representagdo esquematica das proteinas subexpressas no ventriculo esquerdo dos ratos NTV
em comparagédo ao NTN, de acordo com os processos biologicos (A) e compartimentos celulares (B), e
proteinas superexpressas de acordo com processos bioldgicos (C) e compartimentos celulares (D). Todas
as proteinas foram classificadas com base no Gene Ontology.
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Figura 11. Mapa de interagdes das proteinas subexpressas no ventriculo esquerdo de ratos ndo treinados +
veiculo (NTV) em comparagdo com ratos ndo treinados + nandrolona (NTN), apdés 6 semanas de
tratamento, de acordo com o banco de dados STRING. Atp50: ATP sintase subunidade O. Atp5b: ATP
sintase subunidade beta. Mdh1: malato desidrogenase citoplasmatica. Car1: anidrase carbdnica. Fabp4:
proteina ligadora de acidos graxos no adipdcito. Slc25a4: ADP/ATP translocase. RGD1562690: lactato
desidrogenase cadeia A. Acadl: acil CoA desidrogenase especifica de cadeia longa. Ldhb: lactato
desidrogenase cadeia B. Idh2: isocitrato desidrogenase mitocondrial. Atp5d: ATP sintase subunidade delta.
Got1: aspartato aminotransferase. Atp5a1: ATP sintase subunidade alfa. Ckm: creatina quinase tipo M. Etfb:
flavoproteina transferidora de elétron subunidade beta. Atp2a2: reticulo sarcoplasmatico de calcio ATPase.
Uqgcrfs1: citocromo b c¢1 subunidade Rieske. Hpx: hemopexina. ENSRNOG00000018522: enoil- CoA
hidratase. Prdx5: Peroxirredoxina 5. Aco2: aconitato hidratase. Aldoa: frutose bisfosfato aldolase A. Dlat:
diidrolipoil lisina acetiltransferase. Gapdh: gliceraldeido 3 fosfato. Hbb: hemoglobina subunidade beta.
Oxct1: succinil-CoA cetoacido coenzima A transferase. O bloco em azul destaca as proteinas da cadeia
respiratdria, onde se encontra a maior interagcdo. Fonte: http://string-db.org.
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Figura 12. Mapa de interacbes das proteinas superexpressas no ventriculo esquerdo de ratos ndo treinados
+ veiculo (NTV) em comparagdo com ratos ndo treinados + nandrolona (NTN), apés 6 semanas de
tratamento, de acordo com o banco de dados STRING. Pebp1: proteina ligadora de fosfatidiletanolamina 1.
Mdh2: malato desidrogenase mitocondrial. Alb: albumina sérica. Prdx2: peroxirredoxina 2. Mb: mioglobina.
Tf: serotransferrina. Car2: anidrase carbdnica 2. Got2: aspartato aminotransferase. Fabp3: proteina ligadora
de acidos graxos no coragao. Pgam2: fosfoglicerato mutase 2. Uba52: proteina ubiquitina 60S ribossomal.
Hba2: hemoglobina subunidade alfa. O bloco em vermelho destaca as proteinas transportadoras, onde se
encontra a relagdo mais proeminente da imagem. Fonte: http://string-db.org.

39



Na figura 13, comparamos as proteinas expressas no VE entre os grupos treinados
(TV vs. TN). Verificamos a subexpressao das proteinas associadas ao transporte/canais
(50%), metabolismo de aminoacidos e proteinas estruturais (17%) além da cadeia
respiratéria (16%) (figura 13A). De acordo com os compartimentos celulares, observamos
43% das proteinas sendo secretadas/circulantes, enquanto 29%, 14% e 14% foram
encontradas nas fracbes mitocondrial, de membrana e citoplasma, respectivamente
(figura 13B). Por outro lado, encontramos uma superexpressdo das proteinas
relacionadas a cadeia respiratoria (25%), glicdlise (17%), ciclo de Krebs (10%),
antioxidante e transporte/canais (9%) nos ratos do grupo TV (vs TN) (figura 13C).
Considerando os compartimentos celulares, observamos 35% das proteinas na fragao
mitocondrial, enquanto 28% e 13% foram observadas no citoplasma e nas fragdes de
membrana dos animais TV em comparagao com os animais TN.

As proteinas no VE do grupo TV (vs. TN) corresponderam a 11% do proteoma
relativo ao nucleo e as fragbes secretadas/circulantes (figura 13D). Na tabela 5
apresentamos as proteinas identificadas na comparagdo TV vs TN. Na figura 14
apresentamos o0 mapa de interagdes das proteinas subexpressas no grupo TV comparado
ao grupo TN, e na figura 15 apresentamos o mapa de interagdes das proteinas

superexpressas.
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Tabela 5. Termo de acesso a base de dados de UniProt e descricao das proteinas identificadas por UPLC-MSE, expressas no ventriculo esquerdo de ratos
treinados + nandrolona (TN) em comparagao com ratos treinados + veiculo (TV), apés 6 semanas de treinamento resistido de alta intensidade e/ou tratamento com
nandrolona. As proteinas foram classificadas de acordo com o processo biolégico. Valores acima de 1 ng correspondem a proteinas superexpressas € abaixo
disso, subexpressas.

Subexpressas TV:TN
Termo de acesso Descrigao Massa (Da) Peptideos identificados Razdo (ng)
1. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS
FABP4_RAT Proteina ligadora de acidos graxos no adipécito 14822.06 4 0.973
2. CADEIA RESPIRATORIA
ETFB_RAT Flavoproteina transferidora de elétron subunidade beta 27915.57 3 0.750
ATPD_RAT ATP sintase subunidade delta mitocondrial 17595.10 3 0.927
COX41_RAT Citocromo c oxidase subunidade 4 isoforma 1 19571.63 2 0.972
3. ESTRUTURAL
ACTC_RAT Actina alfa de musculo cardiaco 1 42361.25 14 0.922
4. TRANSPORTE
HBA_RAT Hemoglobina subunidade alfa 1 2 15499.64 8 0.941
HBB2_ RAT Hemoglobina subunidade beta 2 16096.51 9 0.740
HBB1_RAT Hemoglobina subunidade beta 1 16093.47 11 0.931
5. METABOLISMO DE AMINOACIDO
AATM_RAT Aspartato aminotransferase mitocondrial 47713.56 16 0.915

41



Termo de acesso

1. GLICOLISE
PGAM2_RAT
ENOB_RAT
ODP2_RAT
TPIS_RAT
G3P_RAT
ALDR_RAT
LDHB_RAT
ALDOA_RAT
LDHA_RAT

Superexpressas TV:TN

Descri¢ao

Fosfoglicerato mutase 2

Beta enolase

Diidrolipoil lisina acetiltransferase
Triosefosfato isomerase
Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase
Aldose redutase

L lactato desidrogenase de cadeia B
Frutose bisfosfato aldolase A

L lactato desidrogenase de cadeia A

2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

ACADL_RAT
ACOT2_RAT
FABPH_RAT

Acil CoA desidrogenase especifica de cadeia longa
Acil coenzima A tioesterase 2 mitocondrial
Proteina ligadora de acidos graxos no coragao

3. CADEIA RESPIRATORIA

QCR1_RAT
ATPB_RAT
KCRS_RAT
QCR2_RAT
ADT1_RAT
COX2_RAT
ATPA_RAT
COX5A_RAT
ATP5J_RAT
KCRM_RAT

Citocromo b c1 subunidade 1 mitocondrial

ATP sintase subunidade beta mitocondrial
Creatina quinase tipo S mitocondrial

Citocromo b c1 subunidade 2 mitocondrial

ADP ATP translocase 1

Citocromo c oxidase subunidade 2

ATP sintase subunidade alfa mitocondrial
Citocromo c oxidase subunidade 5A mitocondrial
ATP sintase fator acoplador 6 mitocondrial
Creatina quinase tipo M

Massa (Da)

28926.19
47356.14
67679.19
27362.18
36113.20
36253.55
36897.58
39808.20
36735.70

48272.14
49986.38
14774.73

53533.18
56353.65
47841.56
48453.27
33217.59
26113.48
59867.78
16357.66
12494.45
43273.16

Peptideos identificados Razdo (ng)

10

10

1.098
1.077
1.327
1.181
1.204
1.332
1.123
1.189
1.486

1.098
1.442
1.040

1.085
1.017
1.056
1.292
1.444
1.370
1.492
1.100
1.049
1.390
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NDUS1_RAT
UCRI_RAT

4. CICLO DE KREBS
MDHC_RAT
ACON_RAT
IDHP_RAT
MDHM_RAT

5. HEAT SHOCKS
HSP7C_RAT
CH10_RAT

6. ANTIOXIDANTE
SODC_RAT
PRDX5_RAT
PRDX2_RAT
PRDX3_RAT

7. TRANSPORTE
ALBU_RAT
AT2A2_RAT
TRFE_RAT
MYG_RAT
HEMO_RAT

NADH ubiquinona oxidoredutase subunidade de 75 kDa

Citocromo b c1 subunidade Rieske mitocondrial

Malato desidrogenase citoplasmatica
Aconitato hidratase mitocondrial

Isocitrato desidrogenase NADP mitocondrial
Malato desidrogenase mitocondrial

Proteina heat shock cognato de 71 kDa
Proteina heat shock de 10 kDa mitocondrial

Superoxido dismutase Cu Zn

Peroxirredoxina 5 mitocondrial
Peroxirredoxina 2

Tiorredoxina redutase dependente de peréxido

Albumina sérica

Reticulo sarcoplasmatico de calcio (SERCA2)
Serotransferrina

Mioglobina

Hemopexina

8. METABOLISMO DE AMINOACIDO

AATC_RAT

Aspartato aminotransferase citoplasmatica

9. METABOLISMO DO GAS CARBONICO

CAH1_RAT

Anidrase carbo6nica 1

80381.96
29730.88

36654.26
86174.90
51423.61
36139.83

71099.28
10901.68

16082.77
22520.88
21954.79
28580.55

70726.83
116422.00
78562.28
17213.88
52092.35

46656.91

28356.68

14
21
12
15

10

N O NN

47

31

12
12

20

1.316
1.028

1.152
1.075
1.552
1.181

1.115
1.189

1.094
1.357
1.189
1.179

1.111
1.296
1.111
1.529
1.064

1.132

1.208

43



10. INFLAMAGAO
A113_RAT
LEG1_RAT
PEBP1_RAT
A1AT_RAT

11. TRADUCAO
RL40_RAT

Termo de acesso

1. GLICOLISE
PGK1_RAT
ODPB_RAT
PGAM1_RAT

Alfa 1 inibitor 3

Galectina 1

Proteina ligadora de fosfatidiletanolamina 1
Alpha 1 antiproteinase

Proteina ubiquitina 60S ribossomal L40

16514.22
15199.03
20915.47
46306.99

15013.47

Exclusivas nesta comparacao TV:TN

Descrigao

Fosfoglicerato quinase 1
Piruvato desidrogenase subunidade E1
Fosfoglicerato mutase 1

2. CADEIA RESPIRATORIA

CYC_RAT
ATPO_RAT

3. CICLO DE KREBS

CISY_RAT
ODO2_RAT
SCOT1_RAT

Citocromo c somatico
ATP sintase subunidade O mitocondrial

Citrato sintase mitocondrial
Diidrolipoil lisina succiniltransferase
Succinil CoA 3 cetacido coenzima A transferase

Massa (Da)

44937.75
39324.39
28946.09

11719.52
23454.63

52209.04
49267.63
56660.18

U 9 NN O

Peptideos identificados

1.554
1.035
1.240
1.027

1.137
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5. HEAT SHOCKS
GRP75_RAT Proteina heat shock de 70 kDa mitocondrial

4. ANTIOXIDANTE

PRDX6_RAT Peroxirredoxina 6
GSTM2_RAT Glutationa S transferase Mu 2
PARK7_RAT Proteina DJ 1

5. METABOLISMO DE AMINOACIDO
SPRE_RAT Sepiapterina redutase

6. METABOLISMO DO GAS CARBONICO
CAH2_RAT Anidrase carbonica 2

7. ESTRUTURAL
PROF1_RAT Profilina 1
VINC_RAT Vinculina

74142.98

24875.66
25873.77
20202.33

28527.57

29284.93

15128.34
11718.58
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Figura 13. Representacdo esquematica das proteinas subexpressas no ventriculo esquerdo dos animais
TV em comparagédo com animais TN, de acordo com processos biolégicos (A) e compartimentos celulares
(B), e proteinas superexpressas de acordo com processos biologicos (C) e compartimentos celulares (D).
Todas as proteinas foram classificadas com base no Gene Ontology.
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Figura 14. Mapa de interagbes das proteinas subexpressas no ventriculo esquerdo de ratos treinados +
veiculo (TV) em comparagdo com ratos treinados + nandrolona (TN), ap6és 6 semanas de tratamento e
treinamento, de acordo com o banco de dados STRING. Acta: alfa actina de musculo cardiaco. Fabp4:
proteina ligadora de acidos graxos no adipocito. Got2: aspartato aminotransferase. Atp5d: ATP sintase
subunidade delta. Cox4i1: citocromo ¢ oxidase subunidade 4 isoforma 1. Etfb: flavoproteina transferidora de
elétron subunidade beta. Hba2: hemoglobina subunidade alfa. Hbb: hemoglobina subunidade beta 1.
LOC689064: hemoglobina subunidade beta 2. Fonte: http://string-db.org.
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Figura 15. Mapa de interacbes das proteinas subexpressas no ventriculo esquerdo de ratos treinados +
veiculo (TV) em comparacdo com ratos treinados + nandrolona (TN), apés 6 semanas de tratamento e
treinamento, de acordo com o banco de dados STRING. Pebp1: proteina ligadora de fosfatidiletanolamina 1.
Mdh2: malato desidrogenase mitocondrial. Atp5j: ATP sintase fator acoplador 6. Sod1: superdxido
dismutase Cu-Zn. Alb: albumina sérica. AtpSb: ATP sintase subunidade beta. Prdx2: peroxirredoxina 2.
Eno3: beta enolase. Mb: mioglobina. Mdh1: malato desidrogenase citoplasmatica. Serpinal: alfa 1
antiproteinase. Tf: serotransferrina. Akr1b1: aldose redutase. Acot2: acil coenzima A tioesterase 2. Lgals1:
galectina 1. Car1: anidrase carbénica 1. Slc25a4: ADP/ATP translocase 1. Prdx3: tiorredoxina redutase
dependente de perdxido. Ndufs1: NADH ubiquinona oxidoredutase. Fabp3: proteina ligadora de acidos
graxos no coragao. RGD15690: I-lactato desidrogenase. Acadl: acil CoA desidrogenase especifica de
cadeia longa. Ldhb: |-lactato desidrogenase de cadeia B. Pgam2: fosfoglicerato mutase 2. 1dh2: isocitrato
desidrogenase mitocondrial. Hspe1: proteina heat shock de 10 kDa. ENSRNOGO00000015290: triosefosfato
isomerase. Uqcrc2: citocromo b ¢1 subunidade 2. Got1: aspartato aminotransferase. Atp5a1: ATP sintase
subunidade alfa. Ckm: creatina quinase tipo M. Atp2a2: reticulo sarcoplasmatico de calcio ATPase. Uqcrfs1:
citocromo b ¢1 subunidade Rieske. Hpx: hemopexina. Cox5a: citocromo ¢ oxidase subunidade 5 A. Uba52:
proteina ubiquitina 60S. Prdx5: peroxirredoxina 5. Aco2: aconitato hidratase. Aldoa: frutose bisfosfato
aldolase A. Dlat: diidrolipoil lisina acetiltransferase. A1i3: alfa 1 inibidor 3. Gapdh: gliceraldeido 3 fosfato.
Uqcre1: citocromo b c¢1 subunidade 1. COX2: citocromo ¢ oxidase subunidade 2. Hspa8: proteina heat
shock membro 8 da familia A (HSP70). Das rela¢des destacadas, o bloco verde ressalta a interagdo entre
as proteinas da cadeia respiratéria e no bloco vermelho, podemos destacar uma interacdo de proteinas
glicoliticas, transportadoras e antioxidantes. Fonte: http://string-db.org.
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Comparando os grupos tratados com nandrolona treinados e nao treinados (TN vs.
NTN), observamos a subexpresséo de proteinas relacionadas ao transporte/canais (27%),
ao ciclo de Krebs (17%), a cadeia respiratéria e a glicolise (14% cada) (figura 16A). De
acordo com os compartimentos celulares, a subexpressdo de proteinas relacionadas a
fracdo mitocondrial (30%), citoplasma (25%) e secretadas/circulantes (20%) foram
observadas no grupo TN quando comparadas com o grupo NTN (figura 16B). Por outro
lado, foi observado a superexpressao de proteinas relacionadas a cadeia respiratéria
(42%), metabolismo de acidos graxos (21%) e glicolise (16%) no VE dos ratos TN (vs.
NTN) (figura 16C). Considerando os compartimentos celulares, as proteinas da fragao
mitocondrial (44%), do citoplasma (32%), as secretadas/circulantes, as nucleares e de
membrana (8%) tiveram uma superexpressao no tecido cardiaco dos ratos TN (vs. NTN)
(figura 16D). Na tabela 6 apresentamos todas as proteinas identificadas na comparagao
TN vs NTN. Na figura 17 apresentamos o0 mapa de interagbes das proteinas
subexpressas no grupo TN comparado ao grupo NTN, e na figura 18 apresentamos o
mapa de interacdes das proteinas superexpressas.

No apéndice apresentamos as demais tabelas comparativas entre os grupos

experimentais, descrevendo todas as proteinas encontradas.
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Tabela 6. Termo de acesso a base de dados UniProt e descrigdo das proteinas identificadas por UPLC-MSE, expressas no ventriculo esquerdo de ratos treinados +
nandrolona (TN) em comparagédo com ratos néo treinados + nandrolona (NTN), apds 6 semanas de treinamento resistido de alta intensidade e/ou tratamento com
nandrolona. As proteinas foram classificadas de acordo com o processo biolégico. Valores acima de 1 ng correspondem a proteinas superexpressas e abaixo disso,
subexpressas.

Subexpressas TN:NTN
Termo de acesso Descricao Massa (Da) Peptideos identificados Razdo (ng)
1. GLICOLISE
G3P_RAT Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase 36113.20 9 0.824
ALDR_RAT Aldose redutase 36253.55 6 0.793
ALDOA_RAT Frutose bisfosfato aldolase A 39808.20 12 0.722
2. CADEIA RESPIRATORIA
ADT1_RAT ADP ATP translocase 1 33217.59 9 0.866
ATPA_RAT ATP sintase subunidade alfa mitocondrial 59867.78 16 0.794
KCRM_RAT Creatina quinase tipo M 43273.16 18 0.734
3. CICLO DE KREBS
MDHC_RAT Malato desidrogenase citoplasmatica 36654.26 14 0.813
ACON_RAT Aconitato hidratase mitocondrial 86174.90 21 0.782
IDHP_RAT Isocitrato desidrogenase NADP mitocondrial 51423.61 12 0.783
MDHM_RAT Malato desidrogenase mitocondrial 36139.83 15 0.690
4. HEAT SHOCKS
CH10_RAT Proteina heat shock de 10 kDa mitocondrial 10901.68 4 0.829
5. ANTIOXIDANTE
PRDX2_RAT Peroxirredoxina 2 21954.79 6 0.894
PRDX3_RAT Tiorredoxina redutase dependente de peréxido 28580.55 7 0.649
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6. TRANSPORTE

TRFE_RAT Serotransferrina

MYG_RAT Mioglobina

ALBU_RAT Albumina sérica

HBB1_RAT Hemoglobina subunidade beta 1

HBA_RAT Hemoglobina subunidade alfa 1 2
HBB2_RAT Hemoglobina subunidade beta 2
HEMO_RAT Hemopexina

AT2A2 RAT Reticulo sarcoplasmatico de célcio (SERCA2)

7. METABOLISMO DE AMINOACIDO
AATM_RAT Aspartato aminotransferase mitocondrial

8. METABOLISMO DO GAS CARBONICO
CAH1_RAT Anidrase carbonica 1

9. INFLAMACAO
PEBP1_RAT Proteina ligadora de fosfatidiletanolamina 1

10. TRADUCAO
RL40_RAT Proteina ubiquitina 60S ribossomal L40

78562.28
17213.88
70726.83
16093.47
15499.64
16096.51
52092.35
116422.00

47713.56

28356.68

20915.47

15013.47

31
12
47
11

12

16

0.752
0.788
0.804
0.628
0.585
0.608
0.870
0.836

0.749

0.606

0.844

0.851
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Superexpressas TN:NTN

Termo de acesso Descri¢ao

1. GLICOLISE

ODP2_RAT Dillidrolipoil lisina acetiltransferase
TPIS_RAT Triosefosfato isomerase

LDHB_RAT L lactato desidrogenase de cadeia B

2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

FABP4 RAT Proteina ligadora de acidos graxos no adipdcito
ACADL_RAT Acil CoA desidrogenase especifica de cadeia longa
FABPH_RAT Proteina ligadora de acidos graxos no coracao

3. CADEIA RESPIRATORIA

ATPB_RAT ATP sintase subunidade beta mitocondrial

QCR1_RAT Citocromo b c1 subunidade 1 mitocondrial

COX2_RAT Citocromo c oxidase subunidade 2

ETFB_RAT Flavoproteina transferidora de elétron subunidade beta
ATPD_RAT ATP sintase subunidade delta mitocondrial

4. METABOLISMO DE AMINOACIDO
AATC_RAT Aspartato aminotransferase citoplasmatica

Massa (Da)

67679.19
27362.18
36897.58

14822.06
48272.14
14774.73

56353.65
53533.18
26113.48
27915.57
17595.10

46656.91

Peptideos identificados

10
11

10
10

w w w o

20

Razao (ng)

1.200
1.069
1.087

1.050
1.240
1.002

1.065
1.326
1.135
1.099
1.296

1.019
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Exclusivas nesta comparacao TN:NTN

Termo de acesso Descricao Massa (Da) Peptideos identificados
1. GLICOLISE
ENOB_RAT Beta enolase 47356.14 6

2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS
ACOT2_RAT Acil coenzima A tioesterase 2 mitocondrial 49986.38 4

2. ESTRUTURAL
MYL3_RAT Miosina de cadeia leve 3 22270.31 3
ACTC_RAT Actina alfa de musculo cardiaco 1 42361.25 14

3. INFLAMAGAO
LEG1_RAT Galectina 1 15199.03 2
A113_RAT Alfa 1 inibidor 3 62998.21 6

4. CADEIA RESPIRATORIA

QCR2_RAT Citocromo b c1 subunidade 2 mitocondrial 48453.27 4
ATP5J)_RAT ATP sintase fator acoplador 6 mitocondrial 12494.45
CX7A2_RAT Citocromo c oxidase subunidade 7A2 mitocondrial 9353.01 1

5. HEAT SHOCKS
HSP7C_RAT Proteina heat shock cognate de 71 kDa 71099.28 10

53



Exclusivas nesta comparacao NTN:TN

Termo de acesso Descri¢ao

1. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS
ECHM_RAT Enoil CoA hidratase mitocondrial

2. CICLO DE KREBS
CISY_RAT Citrato sintase mitocondrial
SCOT1_RAT Succinil CoA 3 cetoacido coenzima A transferase

3. METABOLISMO DO GAS CARBONICO
CAH2_RAT Anidrase carbonica 2

4. CADEIA RESPIRATORIA
ATPO_RAT ATP sintase subunidade O mitocondrial

Massa (Da)

31915.66

52209.04
56660.18

29284.93

23454.63

Peptideos identificados
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Figura 16. Representacdo esquematica das proteinas subexpressas no ventriculo esquerdo de animais TN
comparado aos animais NTN, de acordo com processos bioldgicos (A) e compartimentos celulares (B), e
proteinas superexpressas de acordo com processos bioldgicos (C) e compartimentos celulares (D). Todas
as proteinas foram classificadas com base no Gene Ontology.
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Figura 17. Mapa de interagbes das proteinas subexpressas no ventriculo esquerdo de ratos treinados +
nandrolona (TN) em comparagdo com ratos ndo treinados + nandrolona (NTN), apdos 6 semanas de
tratamento e/ou treinamento, de acordo com o banco de dados STRING. Pebp1: proteina ligadora de
fosfatidiletanolamina 1. Mdh2: malato desidrogenase mitocrondrial. Alb: albumina sérica. Prdx2:
peroxirredoxina 2. Mb: mioglobina. Mdh1: malato desidrogenase citoplasmatica. Tf: serotransferrina. Akr1b1:
aldose redutase. Car1: anidrase carbonica 1. Slc25a4: ADP/ATP translocase 1. Prdx3: tiorredoxina redutase
dependente de perdxido. Got2: aspartato aminotransferase. Idh2; isocitrato desidrogenase mitocondrial.
Hspe1: proteina heat shock de 10 kDa. Atp5a1: ATP sintase subunidade alfa. Ckm: creatina quinase tipo M.
Atp2a2: reticulo sarcoplasmatico de calcio ATPase. Hpx: hemopexina. Uba52: proteina ubiquitina 60S.
Aco2: aconitato hidratase. Aldoa: frutose bisfosfato aldolase A. Gapdh: gliceraldeido 3 fosfato. Hba2:
hemoglobina subunidade alfa. Hbb: hemoglobina subunidade beta 1. LOC689064: hemoglobina subunidade
beta 2. O bloco em laranja traz a interagdo das proteinas da cadeia respiratéria, enquanto o bloco em verde
traz a interacéo de proteinas transportadoras, antioxidantes e heat shocks. Fonte: http://string-db.org.
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Figura 18. Mapa de interagdes das proteinas superexpressas no ventriculo esquerdo de ratos treinados +
nandrolona (TN) em comparagdo com ratos ndo treinados + nandrolona (NTN), apdés 6 semanas de
tratamento e/ou treinamento, de acordo com o banco de dados STRING. Atp5b: ATP sintase subunidade
beta. Fabp4: proteina ligadora de acidos graxos no adipécito. Fabp3: proteina ligadora de acidos graxos no
coragao. Acadl: acil-CoA desidrogenase especifica de cadeia longa. Ldhb: I|-lactato desidrogenase de
cadeia B. ENSRNOGO00000015290: triosefosfato isomerase. Atp5d: ATP sintase subunidade delta. Got1:
aspartato aminotransferase. Etfb: flavoproteina transferidora de elétron subunidade beta. Dlat: diidrolipoil
lisina acetiltransferase. Uqcrc1: citocromo b c1 subunidade 1. COX2: citocromo ¢ oxidase subunidade 2.
Das interagdes que se destacam, apresentamos a interagao entre as proteinas de cadeia respiratoria (bloco
vermelho) e as proteinas de metabolismo B-oxidativo (bloco amarelo). Fonte: http://string-db.org.
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A superexpressao da SERCA2a foi observada no tecido cardiaco de animais dos
grupos TV, NTN e TN (vs. NTV). Por outro lado, no grupo TN observou-se subexpressao
da SERCA em comparagcdo com animais TV (figura 19A). Também houve uma
superexpressao dos canais KATP no VE do grupo TV, enquanto a nandrolona suprimiu
sua expressao (figura 19B).

Observou-se superexpressdao da superéxido dismutase CuZn (SOD),
peroxirredoxina 5 (PRDX5) e da glutationa transferase mu 2 (GSTM2) no tecido cardiaco
de animais do grupo TV (vs. NTV). A expressdo de PRDX5 aumentou no tecido cardiaco
dos ratos NTN, enquanto que a expressdao de GSTM2 foi abolida pelo tratamento com
nandrolona (NTN vs. NTV). Além disso, a nandrolona atenuou as elevagbes induzidas
pelo treinamento resistido na expressdo da SOD e da PRDX5, embora a GSTM2 nao
tenha sido expressa em ratos TN (TN vs. TV - figura 19C-E). A superexpressao da lactato
desidrogenase A (LDHA) foi observada no grupo TV e NTN quando comparada ao grupo
NTV. A nandrolona, por sua vez, atenuou a regulacéo positiva induzida pelo treinamento
da LDHA (figura 19F).

A expressao da fosfoglicerato quinase 1 (PGCKH1) foi significativamente aumentada
no VE dos animais TV, embora nado tenha sido observada expressdo de PGCK1 nos
grupos NTN e TN (figura 19G).

Enquanto o treinamento resistido induziu maior expresséo da Citrato sintase (CISY)
(TV vs. NTV), foi observada uma subexpressao da CISY nos animais NTN (NTN vs. NTV).
Além disso, a nandrolona associada com o treinamento resistido suprimiu a expressao da
CISY no grupo TN (figura 19H).

A expressao da proteina heat shock de 20 kDa (HSP20) apresentou-se aumentada
grupo TV (vs. NTV). Em contraste, a nandrolona aboliu sua expressao (figura 191). Da
mesma forma que a HSP20, a proteina heat shock de 71 kDa (HSP7C) foi superexpressa
apos o treinamento (TV vs. NTV). A nandrolona n&o induziu a expressao da HSP7C no
grupo NTN, enquanto que o treinamento restaurou sua expressao no tecido cardiaco de

ratos tratados com nandrolona (figura 19J).
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Figura 19. Concentragdo absoluta das proteinas em nanogramas (ng) expressas no ventriculo esquerdo
dos grupos experimentais. SERCAZ2: reticulo sarcoplasmatico ATPase de calcio 2 (A); KATP: canais de
potéssio sensiveis a ATP (B); CuZn SODC: superéxido dismutase Cu Zn (C); PRDX5: peroxirredoxina 5 (D);
GSTM2: Glutationa S-transferase Mu2 (E) LDHA: lactato desidrogenase A (F); PGCK1: fosfoglicerato
quinase 1 (G); CISY: citrato sintase (H); HSP20: proteina de choque térmico 20kDa (1); HSP7C: proteina de
choque térmico 7C (J). Grupos: veiculo nao treinado (NTV); veiculo treinado (TV); nandrolona n&o treinado
(NTN) e nandrolona treinado (TN). ANOVA de duas caudas + Bonferroni. n = 6 / grupo. * p <0,05 vs. NTV;
#p <0,05vs. TV; & p <0,05 vs. NTN.
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5. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi identificar o perfil protedmico do ventriculo esquerdo de
ratos que receberam doses suprafisiologicas de nandrolona e foram submetidos a um
protocolo de treinamento resistido de alta intensidade. No que diz respeito a busca de
proteinas candidatas a biomarcadores em proteémica, é preciso analisar os processos
biolégicos em que cada uma das proteinas identificadas estdo envolvidas para entao
buscar dados na literatura que embasem o achado. A analise do perfil proteico do
ventriculo esquerdo mostrou que altas doses de nandrolona induziram subexpressao de
proteinas relacionadas a canais idnicos, metabolismo energético e enzimas antioxidantes.
Além disso, os canais de ions cruciais para fungdo de contracdo cardiaca (SERCA2,
KATP) e enzimas chave metabdlicas (LDHA, PGCK1 e CISY) foram modulados de
maneiras distintas pelo EAA e pelo treinamento fisico. Por fim, as enzimas antioxidantes
(PRDX, SODC e GSTM2) e as proteinas expressas em resposta a condicdes
estressantes (HSPs) tiveram sua expressao prejudicada pelo EAA, o que sugere que a
nandrolona impede o desenvolvimento de adaptacdes cardiacas protetoras induzidas pelo
treinamento fisico resistido.

Esta bem estabelecido que o uso indevido de EAA pode causar efeitos prejudiciais
a diversos sistemas fisioldgicos [50, 51], incluindo hipertrofia cardiaca com aumento da
deposigdo de colageno [18], aumento da resposta inflamatéria cardiaca [52], arritmias
[23], cardiomiopatia [53, 54] e pressao arterial elevada [55]. De fato no presente estudo,
observamos que os animais do grupo TN apresentaram aumento do indice de hipertrofia
cardiaca em comparagdo com 0s outros grupos experimentais [56, 57]. Além disto,
observamos que o TR reduziu a reduziu a PAD, PAM e FC apenas em ratos tratados com
veiculo, enquanto que ndo foram observadas alteragdes nos ratos treinados tratados com
nandrolona, dados que corroboram com aqueles ja descritos na literatura [58].

Em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, demonstramos que o EAA
prolonga os intervalos QT, relacionados a atividade elétrica do coragéo [26]. No entanto,
0s mecanismos intracelulares nao foram investigados. Essa resposta pode estar
associada a alteragdes nas proteinas intracelulares relacionadas a despolarizagao
cardiaca e a repolarizagdo. Para abordar esta questdo, buscamos investigar se a
nandrolona afetaria as concentracbes de SERCA2 e KATP no VE. Segundo nosso
entendimento, este é o primeiro relato que demonstra o perfil proteico do VE em resposta
a altas doses de nandrolona combinadas com exercicio extenuante. Neste estudo,

observamos que a SERCA2a foi superexpressa no tecido cardiaco de ratos NTN (vs.
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NTV), enquanto que animais TN apresentaram subexpressdo da SERCA em comparagao
com os animais TV. A SERCAZ2a € a maior isoforma desta proteina expressa no tecido
cardiaco; sua atividade regula tanto a taxa de remogéo de Ca?* citosolico quanto a carga
de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico, exercendo um papel fundamental no controle do
acoplamento da excitagcdo/contragcédo [59, 60]. Além disso, enquanto a subexpessao da
SERCA2a tem sido associada a insuficiéncia cardiaca [60, 61], a superexpressao da
SERCA parece facilitar a transmissido simpatica e a alteragdo do tratamento intracelular
de Ca?* nos neurdnios isolados [62] e, portanto, pode induzir arritmias [63]. Por outro lado,
ha estudos que ndo mostram alteracdo na expressdo génica da SERCA no coracéo de
ratos tratados com propionato de testosterona [64]. No presente estudo, poderiamos
inferir que a superexpressao da SERCA2a ocasionaria variagées de FC; entretanto ndo
foram observadas alteragcbes significativas de FC dos ratos NTN (vs. NTV). Estes
resultados sugerem que a modulacdo da SERCA2 n&o esta envolvida mecanicamente
nas diferencas relacionadas a FC. A explicacdo mais conservadora sobre a expressao
diminuida da SERCA2a em resposta a altas doses de nandrolona, quando comparada ao
grupo TV, pode estar associada a tentativa de melhoria da fungao contratil. Neste caso, o
funcionamento deste canal se torna mais eficiente, resultando em uma menor ativagao
simpatica porém com uma resposta adrenérgica intensificada [65]. De fato, foi
demonstrado anteriormente que a nandrolona induz aumento significativo da expressao
de adrenoceptores B1 e 2 no atrio direito dos grupos NTN e TN [26], que pode suportar,
pelo menos em partes, nossos achados relacionados com uma expressao um pouco
menor da SERCA2a no VE dos animais tratados com nandrolona.

Em resposta ao TR, a expressdao dos canais KATP apresentou-se elevada no
tecido cardiaco dos animais TV, enquanto a nandrolona suprimiu sua expressédo. Nossos
achados estdo de acordo com os de outros estudos [66, 67], apesar dos autores terem
utilizado diferentes modelos de treinamento. Os canais KATP sdo complexos de proteina
de membrana que desempenham um papel importante na homeostase da energia
cardiaca, pois se acredita que os mesmos atuam como sensores idnicos e bioenergéticos,
de acordo com a concentracado de ATP disponivel no citosol. Quando os canais KATP sao
acionados (por exemplo, durante uma sessdo de treinamento ou quando ha ativagao
simpatica), ha um efluxo de potassio que provoca hiperpolarizacédo do cardiomidcito,
diminuindo o numero de potenciais de agdo. Consequentemente, ha diminuicdo na
entrada de calcio, além da reducdo do metabolismo energético cardiaco através da
cadeia de transporte de elétrons. Estes dois efeitos contribuem para que ndo haja

acumulo de célcio intracelular (que pode desestabilizar a fungdo cardiaca provocando
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arritmias) e para que nao haja aumento da produgcdo de ERO’s [66], reduzindo assim a
susceptibilidade a lesdo isquémica [64, 67]. Assim, sugerimos que o treinamento fisico
pode induzir um mecanismo protetor no tecido cardiaco, em condi¢des normais ou
patolégicas [67-70]. No entanto, os efeitos de altas doses de nandrolona na expressao
dos canais KATP sao controversos. De fato, os niveis de proteina das subunidades de
canais KATP (sarcolemais e mitocondriais) ndo se alteram em resposta a nandrolona [64],
mesmo que o treinamento (no caso, esteira) produzisse maior expressdo de KATP [71].
Enquanto o TR néo afetou a expressdo do KATP cardiaco em ratos tratados com
nandrolona, o estudo de Bayat demonstrou que a nandrolona diminuiu a superexpressao
do KATP induzida pelo treinamento fisico, sugerindo mecanismos diferentes entre os
modelos de treinamento (TR e esteira). Além disso, estudos demonstram uma
subexpressao do canal KATP no coragdo de ratos tratados com nandrolona sujeitos a
isquemia-reperfusao [35]. Em acordo com estes estudos, também sugerimos que o EAA
prejudique a ativagdo de mecanismos cardioprotetores induzidos pelo TR, particularmente
no tocante a arritmias [70]. Além disto, sabe-se que 0 aumento da produc¢do de ERO tem
sido consistentemente observado no tecido cardiaco de ratos tratados com EAA [72], e
mudangas no ambiente redox intracelular afetam propriedades dos canais ibnicos,
incluindo a SERCA, contribuindo para a disfuncdo do VE e disturbios do sistema
cardiovascular [24, 73]. De fato, em estudo anterior demonstramos que doses
suprafisiolégicas de nandrolona aumentam a producao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) na aorta dos ratos TN quando comparados com o grupo TV, o que pode prejudicar
o metabolismo redox.

Embora ndo tenha sido investigada a produ¢cdo de ERO no tecido cardiaco de
animais submetidos ao TR aqui utilizado, sabe-se que ratos tratados com nandrolona
apresentam aumento da producgéo de peréxido de hidrogénio (H202) [72]. Além disso, a
cardioprotecao parece ser prejudicada pela administracdo de altas doses de nandrolona
[57, 74]. Neste estudo, a nandrolona atenuou as elevagbes induzidas pelo TR das
enzimas antioxidantes SOD, PRDX5 e GSTM2 (TN vs. TV), que estao parcialmente de
acordo com outros achados [57], apesar das diferengas no tipo de treinamento (no estudo
de Chaves, foi utilizado treinamento em esteira). Embora ndo tenham sido observadas
alteragdes na expressao da SOD nos animais NTN (vs. NTV), altas doses de nandrolona
nao afetaram a atividade das enzimas antioxidantes cardiacas, incluindo SOD [72]. De
fato, evidéncias sugestivas tém demonstrado que a nandrolona neutraliza as respostas
adaptativas referentes ao aumento das enzimas antioxidantes induzido pelo exercicio [23,

56, 57, 75]. Aqui, observamos uma superexpressao significativa da PRDX5 no VE dos
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ratos NTN, sugerindo que a nandrolona pode estar agindo como um mecanismo de
protecdo para reduzir o estresse oxidativo cardiaco, como apoiado por outros [76].
Enquanto PRDXs constituem uma classe de enzimas antioxidantes que controlam os
niveis de peroxido produzidos pelas citocinas [77] e exercem efeito cardioprotetor em
condi¢cbes de estresse oxidativo induzido pelo peroxido de hidrogénio [78], especula-se
que as enzimas GST sao expressas sob condicbes de estresse oxidativo como
mecanismo de protegcdo contra insultos oxidativos em geral [79]. Diferentemente da
PRXD5, a expressao da GSTM2 foi suprimida pela nandrolona em ambos os grupos
tratados com altas doses de nandrolona (NTN vs NTV; TN vs. TV), apoiando nossa
hipétese de que a nandrolona tem efeito negativo no sistema defensivo oxidativo
cardiaco, mesmo que efeitos similares ndo foram observados na SOD e PRDX5. Assim,
considerando que nao ha evidéncias anteriores sobre os efeitos do EAA nas enzimas
GST e PRX5, poderiamos sugerir respostas distintas da nandrolona no sistema de defesa
antioxidante cardiaco. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para apoiar nossa
hipbtese.

Com relagdo ao metabolismo energético, sabe-se que altas doses de nandrolona
prejudicam a producdo de glicose e o conteudo de glicogénio no figado, além de
diminuirem a absorgao de glicose sérica e glicose muscular esquelética [80]. Sabe-se que
durante o desenvolvimento fetal, glicose e lactato sdo substratos preferencialmente
utilizados como fonte de energia, ao passo que no coragao adulto, ha utilizacdo
preferencial de lipideos [81]. Além disso, o coragao possui capacidade metabdlica para
utilizar diferentes substratos energéticos, sendo a preferéncia dependente da
disponibilidade do substrato, alteracdo da via metabdlica e crescimento cardiaco
(hipertrofia) [82]. Neste trabalho, verificamos que a LDHA foi superexpressa no VE dos
animais NTN, enquanto a nandrolona atenuou a superexpressdo da LDHA em resposta
ao TR (TV vs. NTV - figura 19F). A LDH é uma enzima citoplasmatica responsavel por
converter o piruvato em lactato quando o fornecimento de oxigénio € escasso [83], e esta
associada ao metabolismo glicolitico. Ja foi demonstrado que a nandrolona regula as
subunidades de LDH (LDHA e LDHB) no musculo esquelético de ratos submetidos a
sobrecarga funcional [84]. Além disso, sabe-se que a LDH sérica pode ser utilizada como
marcador de infarto do miocardio [85] e isquemia [86]. Considerando os resultados do
presente estudo, observamos que a nandrolona altera o perfil proteico relacionado as
enzimas metabdlicas cardiacas, predispondo ao desenvolvimento de condigcbes

patolégicas, incluindo isquemia e insuficiéncia cardiaca.

63



Ainda com relagdo ao metabolismo do tecido cardiaco, sabe-se que no segundo
estagio da via glicolitica, a PGCK catalisa a transferéncia do grupo acilfosfato do 1,3-
difosfoglicerato para ADP com formagéo de 3-fosfoglicerato e ATP [87]. No entanto, n&o
ha estudos relacionando os efeitos da nandrolona e treinamento fisico sobre a regulagao
PGCK do tecido cardiaco. Curiosamente, a PGCK1 foi suprimida pela nandrolona, mesmo
quando o tratamento foi associado ao TR (NTN vs. NTV, TN vs. NTV e TV), o que pode
indicar comprometimento da produgao de energia glicolitica.

De acordo com o metabolismo glicolitico no tecido cardiaco, o EAA combinado com
treinamento em esteira afeta as enzimas da cadeia de transporte de elétrons no figado de
ratos [88], apesar de ndo afetar a atividade ou expressédo da CISY [89]. Além disso, o
treinamento de resisténcia em humanos resulta em aumento da atividade da CISY no
musculo esquelético [90], bem como no aumento da expressao génica da mesma no VE
de ratos, sem alteragcédo da atividade enzimatica [91]. A CISY é uma enzima chave na via
metabdlica do ciclo de Krebs (ciclo do acido citrico), que tem sido utilizada como
marcador metabdlico de capacidade oxidativa e respiratéria [90]. Em paralelo com as
respostas da PGCK1, doses elevadas de nandrolona provocaram a diminuicdo da
regulacao dos niveis da CISY no VE (NTN vs. NTV). Além disso, a nandrolona combinada
com o TR suprimiu a expressao da CISY (TN vs. NTV, TV e NTN), sugerindo os efeitos
nocivos do EAA na capacidade metabdlica cardiaca.

O exercicio fisico tem demonstrado uma capacidade de induzir diversas
adaptagdes cardiacas [92-95]. De fato, observou-se um aumento do PCor além de um
IHC elevado nos animais treinados (vs. NTV), que pode indicar hipertrofia cardiaca em
resposta ao TR, como apoiado por nossos estudos anteriores [18, 26]. Demonstramos
anteriormente que o treinamento fisico modula algumas proteinas no VE [28], como a
HSP20, referida também como HSPB6, que desempenha um papel importante na
cardioprotecao [96] e é considerada um biomarcador do treinamento fisico [97]. De fato,
as proteinas HSPs mostraram ter uma expressao aumentada em resposta ao treinamento
progressivo em esteira [97, 98]. A HSP20 liga-se a outras pequenas HSPs (como a a-
cristalina de cadeia B) e proteinas do citoesqueleto, exercendo seus efeitos sobre os
mecanismos subjacentes a disfungado cardiaca [13], incluindo hipertrofia e apoptose [99].
A superexpressao da HSP20 e HSP7C foi observada no VE do grupo TV, sugerindo um
mecanismo de protecado induzido pelo treinamento fisico no tecido cardiaco [99, 100].
Além disso, ndo houve expressao da HSP20 no VE dos animais NTV, conforme
documentado pelo nosso estudo anterior [28] e relatado por outros [97, 101]. As HSPs

sdo conhecidas como proteinas de estresse, e sdo expressas para conferir tolerancia
64



celular ao estresse oxidativo e protecao contra a desnaturacido das proteinas [102, 103].
Neste trabalho, a nandrolona aboliu a superexpressdo induzida pelo TR de ambas as
proteinas (HSP20 e HSP7C), o que pode indicar possiveis efeitos deletérios do EAA na
tolerancia ao coracdo em condicdes estressantes. Em nossos achados, a nandrolona ndo
induziu a expressao de HSP7C em tecido cardiaco de ratos. Em contraste, a HSP7C
apresentou-se superexpressa no musculo esquelético de ratos tratados com doses
suprafisiolégicas de nandrolona [104]. No entanto, para nosso conhecimento, n&do ha
relatos da resposta a altas doses de nandrolona combinadas ou ndo com o TR com
relacdo tanto a HSP20 quanto a HSP7C. Por outro lado, o TR reverteu a auséncia de
expressdo da HSP7C induzida pela nandrolona nos ratos TN (vs. NTN), apoiando as
evidéncias quanto ao efeito protetor do treinamento fisico. Em suma, os dados aqui
apresentados indicam que a nandrolona afeta adversamente as modificagdes positivas do
TR, predispondo a alteragdes de fungao dos midcitos e tornando o coracéo vulneravel a

disfuncao severa.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, verificamos que a nandrolona, associada ou ndo ao treinamento
fisico resistido, esta envolvida no desenvolvimento da hipertrofia patologica. Além disto,
proteinas importantes, que atuam como fatores protetores, tiveram sua expressio
reduzida ou ndo foram expressas em resposta ao tratamento com nandrolona. Dentre
estas proteinas, destacamos:

- Inibicdo da KATP (proteina transportadora de potassio ATPase dependente);

- Inibicdo da heat shock de 20 kDa (HSP20);

- Inibicdo da Citrato sintase (marcadora de injuria mitocondrial);

- Inibicdo da Glutationa S transferase Mu 2 (antioxidante);

- Diminuicdo na expressao de algumas Peroxirredoxinas (proteinas antioxidantes),

da Superéxido dismutase Cu-Zn (também antioxidante) e outras heat shocks.

Este é o primeiro estudo que demonstra que o uso de doses suprafisiologicas de
EAA, associado a um protocolo de treinamento resistido, altera o perfil proteico protetor
desencadeado pelo exercicio, tornando o coragao vulneravel a disfuncées. Além disto,
sugere possiveis mecanismos pelos quais o uso de EAA prejudica a funcéo e estrutura do
sistema cardiovascular, como é o caso da auséncia da expressdo da KATP e sua relacio

com quadros de arritmia decorrentes do uso destas substancias.
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Resistido de Alta Intensidade sobre o Tecido Cardiaco de Ratos".

Parecer Consubstanciade da Comissio de Etica no Uso de Animais UNIFESP/HSP

O exercicio fisico, como ja bem estabelecido, promove adaptagdes que contribuem para a melhora das funcgdes fisiologicas,
principalmente no sistema cardiovascular. No entanto, sabe-se também que quando o treinamento fisico & mal prescrito
muitos problemas podem ser desencadeados, desde lesdes agudas a efeitos mais sérios imeversiveis, como a morte
subita. Além disso, & muito comum a utilizacdo de esteroides anabolicos androgénicos (EAA) associado ao treinamento por
parte de atletas e ndo-atletas para incrementar o ganho de massa muscular, mas nos Uitimos anos, devido a indmeros
episodios de disfun¢des cardiacas e morte ocasionada pelo uso indiscriminado destas substancias, diversas pesquisas tém
se dedicado a estudar os efeitos colaterais destas substancias.

Com o objetivo de avaliar a modulacdo de um protocolo de treinamento fisico resistido de alta intensidade sobre a
expressdo das proteinas do tecido cardiaco, associado ao uso de EAA, ratos Wistar machos serdo aleatoriamente divididos
em 4 grupos experimentais: treinado + veiculo (TV), treinado + anabolizante (TN), sedentario + veiculo (SV) e sedentario +
anabolizante (SN). Os animais do grupo T serdo submetidos a um protocolo de treinamento de salto em meio liquido,
durante 6 semanas, associado ou ndo a injecdes de decancato de nandrolona. Apos esse periodo, 0s animais serdo
sacrificados e ferdo seus coracdes isolados para posterior analise protedmica através de UPLC-MSE e dosagem de
angiotensinas, e o plasma sera submetido a analises de catecolaminas.

A andlise do perfil proteico dos grupos deste protocolo experimental visa estudar o potencial deletério do uso de esteroides
anabaolicos androgénicos, associado ou ndo ao treinamento fisico de alta intensidade, através da identificacdo de proteinas
e vias especificas envolvidas na ma-adaptacdo do tecido cardiaco para, desta forma, identificar possiveis marcadores para
diagnostico da hipertrofia patologica.

ANIMAIS:

Serdo utilizados:

20 Ratos heterogénicos, Machos, idade: 2 meses

Procedéncia: CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigac&o Biologica) da Universidade Estadual de Campinas
Manutencdo: Biotério da Disciplina de Nefrologia, Departamento de Medicina, Escola Paulista de Medicina, Universidade
Federal de Sdo Paulo

VIGENCIA DO ESTUDO:
inicio previsto para: Fevereiro/2014 com témino previsto para: Dezembro/2017

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital S0 Paulo, na reunido de
17/04/2014, ANALISOU e APROVOU todos os procedimentos apresentados neste protocolo.

1. Comunicar toda e qualguer alteracéo do protocolo.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel
auditoria dos drgdos competentes.

4. Relatérios parciais de andamento deverdo ser enviados anualmente a CEUA até a conclusdo do protocolo.
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Tabela 1. Termo de acesso da base UniProt e descri¢cdo das proteinas identificadas através de UPLC-MSE, tanto sub quanto superexpressas,
no ventriculo esquerdo de ratos treinados + nandrolona comparados com ratos nao treinados + veiculo, apés 6 semanas de tratamento
e/ou tratamento com nandrolona. As proteinas foram classificadas e classificadas de acordo com o processo bioldgico.

Subexpressas TN:NTV
Termo de acesso Descrigao Massa (Da) Peptideos identificados Razdo (ng)
1. GLICOLISE
PGAM2_RAT Fosfoglicerato mutase 2 28926.19 9 0.925
ALDR_RAT Aldose redutase 36253.55 6 0.929
2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS
FABPH_RAT Proteina ligadora de acidos graxos no coragcao 14774.73 10 0.901
3. CADEIA RESPIRATORIA
KCRM_RAT Creatina quinase tipo M 43273.16 18 0.900
ATP5J_RAT ATP sintase fator acoplador 6 mitocondrial 12494.45 3 0.936
4. CICLO DE KREBS
MDHM_RAT Malato desidrogenase mitocondrial 36139.83 15 0.690
5. HEAT SHOCKS
CH10_RAT Proteina heat shock de 10 kDa mitocondrial 10901.68 4 0.965
6. ANTIOXIDANTE
PRDX2_RAT Peroxirredoxina 2 21954.79 6 0.840
PRDX3_RAT Tiorredoxina redutase dependente de perdxido 28580.55 7 0.857
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7. TRANSPORTE
ALBU_RAT
TRFE_RAT
HBA_RAT
HBB2_RAT
MYG_RAT
HBB1_RAT

Albumina sérica 70726.83 47 0.841
Serotransferrina 78562.28 31 0.718
Hemoglobina subunidade alfa 1 2 15499.64 8 0.572
Hemoglobina subunidade beta 2 16096.51 9 0.906
Mioglobina 17213.88 12 0.738
Hemoglobina subunidade beta 1 16093.47 11 0.753

8. METABOLISMO DE AMINOACIDO

AATM_RAT

Aspartato aminotransferase mitocondrial 47713.56 16 0.721

9. METABOLISMO DO GAS CARBONICO

CAH1_RAT

10. INFLAMACAO

PEBP1_RAT

11. TRADUCAO
RL40_RAT

Termo de acesso

1. GLICOLISE
TPIS_RAT

Anidrase carbonica 1 28356.68 8 0.669
Proteina ligadora de fosfatidiletanolamina 1 20915.47 7 0.909
Proteina ubiquitina 60S ribossomal L40 15013.47 5 0.762

Superexpressas TN:NTV

Descricao Massa (Da) Peptideos identificados Razdo (ng)

Triosefosfato isomerase 27362.18 10 1.131
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ALDOA_RAT
LDHA_RAT
ODP2_RAT
G3P_RAT
LDHB_RAT

Frutose bisfosfato aldolase A

L lactato desidrogenase de cadeia A
Diidrolipoil lisina acetiltransferase
Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase
L lactato desidrogenase de cadeia B

2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

ACOT2_RAT
FABP4_RAT
ACADL_RAT

Acil coenzima A tioesterase 2 mitocondrial
Proteina ligadora de dcidos graxos no adipécito
Acil CoA desidrogenase especifica de cadeia longa

3. CADEIA RESPIRATORIA

ATPB_RAT
KCRS_RAT
QCR2_RAT
ADT1_RAT
ATPA_RAT
COX5A_RAT
ATPD_RAT
COX41_RAT
ETFB_RAT
UCRI_RAT

4. CICLO DE KREBS
MDHC_RAT
ACON_RAT
IDHP_RAT

5. HEAT SHOCKS
HSP7C_RAT

ATP sintase subunidade beta mitocondrial

Creatina quinase tipo S mitocondrial

Citoromo b c1 subunidade 2 mitocondrial

ADP ATP translocase 1

ATP sintase subunidade alfa mitocondrial

Citocromo c oxidase subunidade 5A mitocondrial

ATP sintase subunidade delta mitocondrial

Citocromo c oxidase subunidade 4 isoforma 1
Flavoproteina tranferidora de elétron subunidade beta
Citocromo b c1 subunidade Rieske mitocondrial

Malato desidrogenase citoplasmatica
Aconitato hidratase mitocondrial
Isocitrato desidrogenase NADP mitocondrial

Proteina heat shock cognate de 71 kDa

39808.20
36735.70
67679.19
36113.20
36897.58

49986.38
14822.06
48272.14

56353.65
47841.56
48453.27
33217.59
59867.78
16357.66
17595.10
19571.63
27915.57
29730.88

36654.26
86174.90
51423.61

71099.28

10

21
12

Vo]

16

U W NN W U

14
21
12

10

1.038
1.013
1.690
1.485
1.580

1.106
1.449
1.961

1.738
1.336
1.435
1.775
1.598
1.840
1.726
2.090
1.778
1.637

1.142
1.096
1.224

1.207
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6. ANTIOXIDANTE
PRDX5_RAT

7. ESTRUTURAL
MYL3_RAT

8. TRANSPORTE
AT2A2_RAT

Peroxirredoxina 5 mitocondrial

Miosina de cadeia leve 3

Reticulo sarcoplasmatico de célcio

9. METABOLISMO DE AMINOACIDO

AATC_RAT

10. INFLAMACAO
LEG1_RAT

Termo de acesso

1. GLICOLISE
PGK1_RAT
G6PI_RAT
PGAM1_RAT

Aspartato aminotransferase citoplasmatica

Galectina 1

22520.88

22270.31

116422.00

46656.91

15199.03

Exclusivas nesta comparacao NTV:TN

Descrigao

Fosfoglicerato quinase 1
Glicose 6 fosfato isomerase
Fosfoglicerato mutase 1

2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

ECHM_RAT

Enoil CoA hidratase mitocondrial

3. CADEIA RESPIRATORIA

Massa (Da)

44937.75
62998.21
28946.09

31915.66

20

Peptideos identificados

10

1.072

2.270

1.703

1.272

1.353
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CYC_RAT
ATPO_RAT

4. CICLO DE KREBS
CISY_RAT
SCOT1_RAT
0DO2_RAT

5. HEAT SHOCKS
GRP75_RAT

5. ANTIOXIDANTE
PRDX6_RAT
GSTM2_RAT

Citocromo c somatico
ATP sintase subunidade O mitocondrial

Citrato sintase mitocondrial
Succinil CoA 3 cetoacido coenzima A transferase
Diidrolipoil lisina succiniltransferase

Proteina heat shock de 70 kDa mitocondrial

Peroxirredoxina 6
Glutationa S transferase Mu 2

6. METABOLISMO DE AMINOACIDO

SPRE_RAT

Sepiapterina redutase

7.METABOLISMO DO GAS CARBONICO

CAH2_RAT

8. ESTRUTURAL
PROF1_RAT

Anidrase carbonica 2

Profilina 1

9. METABOLISMO DE NUCLEOTIDEO

NDKB_RAT

Nucleosideo difosfato quinase B

11719.52
23454.63

52209.04
56660.18
49267.63

74142.98

24875.66
25873.77

28527.57

29284.93

15128.34

17397.07
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Exclusivas nesta comparagao TN:NTV

Termo de acesso Descricao

1. GLICOLISE
ENOB_RAT Beta enolase

2.CADEIA RESPIRATORIA

COX2_RAT Citocromo c oxidase subunidade 2

NDUS1 RAT NADH ubiquinona oxidoredutase subunidade de 75 kDa
CX7A2_RAT Citocromo c oxidase subunidade 7A2 mitocondrial
QCR1_RAT Citocromo b c1 subunidade 1 mitocondrial

3. ESTRUTURAL
ACTC_RAT Alfa actina de musculo cardiaco 1

Massa (Da)

47356.14

26113.48
80381.96

9353.01
53533.18

42361.25

Peptideos identificados

A = U1 W

14
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Tabela 2. Termo de acesso da base UniProt e descricdo das proteinas identificadas através de UPLC-MSE, tanto sub quanto superexpressas, no
ventriculo esquerdo de ratos treinados + veiculo comparado com ratos ndo-treinado + nandrolona, apds 6 semanas de tratamento e/ou
tratamento com nandrolona. As proteinas foram classificadas e classificadas de acordo com o processo bioldgico.

Subexpressas TV:NTN
Termo de acesso Descricao Massa (Da) Peptideos identificados Razdo (ng)
1. GLICOLISE
PYGM_RAT Glicogénio fosforilase forma muscular 97786.86 6 0.780
PGAM2_RAT Fosfoglicerato mutase 2 28926.19 9 0.928
2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS
ECHM_RAT Enoil CoA hidratase mitocondrial 31915.66 3 0.551
3. CADEIA RESPIRATORIA
ETFB_RAT Flavoproteina transferidora de elétron subunidade beta 27915.57 3 0.824
UCRI_RAT Citocromo b c1 subunidade Rieske mitocondrial 29730.88 5 0.992
4. CICLO DE KREBS
SCOT1_RAT Succinil CoA 3 cetoacido coenzima A transferase 56660.18 9 0.895
MDHM_RAT Malato desidrogenase mitocondrial 36139.83 15 0.814
ACON_RAT Aconitato hidratase mitocondrial 86174.90 21 0.841
MDHC_RAT Malato desidrogenase citoplasmatica 36654.26 14 0.936

5. HEAT SHOCKS
CH10_RAT Proteina heat shock de 10 kDa mitocondrial 10901.68 4 0.985



6. ANTIOXIDANTE
PRDX3_RAT

7. TRANSPORTE
HBA_RAT
HBB2_RAT
HBB1_RAT
ALBU_RAT

Tiorredoxina redutase dependente de perdxido

Hemoglobina subunidade alfa 1 2
Hemoglobina subunidade beta 2
Hemoglobina subunidade beta 1
Albumina sérica

8. METABOLISMO DE AMINOACIDO

AATM_RAT

Aspartato aminotransferase mitocondrial

9. METABOLISMO DO GAS CARBONICO

CAH2_RAT
CAH1_RAT

Termo de acesso

1. GLICOLISE
LDHA_RAT
ODP2_RAT
TPIS_RAT
G3P_RAT
ALDR_RAT
LDHB_RAT

Anidrase carbonica 2
Anidrase carbonica 1

Superexpressas TV:NTN

Descricao

L lactato desidrogenase cadeia A
Diidrolipoil lisina acetiltransferase
Triosefosfato isomerase
Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase
Aldose redutase

L lactato desidrogenase cadeia B

28580.55

15499.64
16096.51
16093.47
70726.83

47713.56

29284.93
28356.68

Massa (Da)

36735.70
67679.19
27362.18
36113.20
36253.55
36897.58

11
47

16

Peptideos identificados

0.764

0.550
0.450
0.584
0.893

0.686

0.680
0.733

Razdo (ng)

1.010
1.592
1.262
1.001
1.057
1.221
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2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

FABP4_RAT
ACADL_RAT
FABPH_RAT

3. CADEIA RESPIRATORIA
ATPB_RAT

KCRS_RAT

ADT1_RAT

COX2_RAT

ATPA_RAT

ATPO_RAT

ATPD_RAT

QCR1_RAT

KCRM_RAT

4. CICLO DE KREBS
CISY_RAT
IDHP_RAT

5. ANTIOXIDANTE
SODC_RAT
PRDX5_RAT
PRDX2_RAT

6. TRANSPORTE
AT2A2_RAT
MYG_RAT

Proteina ligadora de acidos graxos no adipdcito
Acil CoA desidrogenase especifica de cadeia longa
Proteina ligadora de acidos graxos no coragao

ATP sintase subunidade beta mitocondrial
Creatina quinase tipo S mitocondrial

ADP ATP translocase 1

Citocromo c oxidase subunidade 2

ATP sintase subunidade alfa mitocondrial
ATP sintase subunidade O mitocondrial
ATP sintase subunidade delta mitocondrial
Citocromo b c1 subunidade 1 mitocondrial
Creatina quinase tipo M

Citrato sintase mitocondrial
Isocitrato desidrogenase NADP mitocondrial

Superdxido dismutase Cu Zn
Peroxirredoxina 5 mitocondrial
Peroxirredoxina 2

Reticulo sarcoplasmatico de célcio
Mioglobina

14822.06
48272.14
14774.73

56353.65
47841.56
33217.59
26113.48
59867.78
23454.63
17595.10
53533.18
43273.16

52209.04
51423.61

16082.77
22520.88
21954.79

116422.00
17213.88

10
10

12

1.221
1.362
1.042

1.084
1.111
1.250
1.555
1.185
1.232
1.202
1.439
1.020

1.697
1.215

1.006
1.138
1.064

1.084
1.204
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7. METABOLISMO DE AMINOACIDO

AATC_RAT Aspartato aminotransferase citoplasmatica 46656.91 20 1.154
8. INFLAMACAO

A1AT_RAT Alpha 1 antiproteinase 46306.99 5 1.038
PEBP1_RAT Proteina ligadora de fosfatidiletanolamina 1 20915.47 7 1.046

Exclusivas nesta comparagao TV:NTN

Termo de acesso Descricdao Massa (Da) Peptideos identificados
1. GLICOLISE

ENOB_RAT Beta enolase 47356.14 6
PGAM1_RAT Fosphoglicerato mutase 1 28946.09 8
PGK1_RAT Fosfoglicerato quinase 1 44937.75 6

2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS
ACOT2_RAT Acil coenzima A tioesterase 2 mitocondrial 49986.38 4

3. CADEIA RESPIRATORIA

CYC_RAT Citocromo c somatico 11719.52 4
CX7A2_RAT Citocromo c oxidase subunidade 7A2 mitocondrial 9353.01 1
QCR2_RAT Citocromo b c1 complex subunidade 2 mitocondrial 48453.27 4
COX5A_RAT Citocromo c oxidase subunidade 5A mitocondrial 16357.66 5
COX41_RAT Citocromo c oxidase subunidade 4 isoforma 1 19571.63 2
ATP5J_RAT ATP sintase fator acoplador 6 mitocondrial 12494.45 3
NDUS1 RAT NADH ubiquinona oxidoredutase subunidade de 75 kDa 80381.96 5



4. CICLO DE KREBS
ODO2_RAT

5. HEAT SHOCKS
GRP75_RAT
HSP7C_RAT

6. ANTIOXIDANTE
GSTM2_RAT
PARK7_RAT
PRDX6_RAT

7. ESTRUTURAL
MYL3_RAT
VINC_RAT
ACTC_RAT

8. INFLAMACAO
LEG1_RAT
A113_RAT

Diidrolipoil lisina succiniltransferase

Proteina heat shock de 70 kDa mitocondrial
Proteina heat shock cognato de 71 kDa

Glutationa S transferase Mu 2
Proteina DJ 1
Peroxirredoxina 6

Miosina de cadeia leve 3
Vinculina
Alfa actina de musculo cardiaco 1

Galectina 1
Alfa 1 inibidor 3

9. METABOLISMO DE NUCLEOTIDEO

NDKB_RAT

Nucleosideo difosfato quinase B

10. METABOLISMO DE AMINOACIDO

SPRE_RAT

Sepiapterina reductase

49267.63

74142.98
71099.28

25873.77
20202.33
24875.66

22270.31
117185.81
42361.25

15199.03
62998.21

17397.07

28527.57
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Tabela 3. Termo de acesso da base UniProt e descri¢cao das proteinas identificadas através de UPLC-MSE, tanto sub quanto superexpressas, no
ventriculo esquerdo de ratos treinados + veiculo comparado com ratos ndo treinados + veiculo, apds 6 semanas de tratamento e/ou
tratamento com nandrolona. As proteinas foram classificadas e classificadas de acordo com o processo biolégico.

Subexpressas TV:NTV
Termo de acesso  Descri¢ao Massa (Da) Peptideos identificados Razdo (ng)
1. CICLO DE KREBS
MDHM_RAT Malato desidrogenase mitocondrial 36139.83 15 0.815
SCOT1_RAT Succinil CoA 3 cetoacido coenzima A transferase 56660.18 9 0.900
2. CADEIA RESPIRATORIA
CYC_RAT Citocromo ¢ somatico 11719.52 4 0.710
ATP5J_RAT ATP sintase fator acoplador 6 mitocondrial 12494.45 3 0.982
3. TRANSPORTE
ALBU_RAT Albumina sérica 70726.83 47 0.934
TRFE_RAT Serotransferrina 78562.28 31 0.797
HBA_RAT Hemoglobina subunidade alfa 1 2 15499.64 8 0.538
HBB2_ RAT Hemoglobina subunidade beta 2 16096.51 9 0.671
HBB1_RAT Hemoglobina subunidade beta 1 16093.47 11 0.700
4. HEAT SHOCKS
GRP75_RAT Proteina heat shock de 70 kDa mitocondrial 74142.98 9 0.189

5. ESTRUTURAL
VINC_RAT Vinculina 117185.81 9 0.824



6. METABOLISMO DE AMINOACIDO
Aspartato aminotransferase mitocondrial 47713.56

AATM_RAT

7. METABOLISMO DO GAS CARBONICO

CAH2_RAT
CAH1_RAT

8. TRADUCAO
RL40_RAT

9. INFLAMACAO
A1AT_RAT

10. METABOLISMO DE NUCLEOTIDEO

NDKB_RAT

Termo de acesso

1. GLICOLISE
PGAM2_RAT
ODP2_RAT
TPIS_RAT
G3P_RAT
PGAM1_RAT

Anidrase carbonica 2 29284.93
Anidrase carbonica 1 28356.68
Proteina ubiquitina 60S ribossomal L40 15013.47
Alfa 1 antiproteinase 46306.99
Nucleosideo difosfato quinase B 17397.07
Superexpressas TV:NTV

Descricao Massa (Da)

Fosfoglicerato mutase 2 28926.19
Diidrolipoil lisina acetiltransferase 67679.19
Triosefosfato isomerase 27362.18
Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase 36113.20
Fosfoglicerato mutase 1 28946.09

16

Peptideos identificados

0.660

0.631
0.808

0.867

0.988

0.670

Razdo (ng)

1.016
2.242
1.336
1.787
1.518
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PGK1_RAT
ALDR_RAT
LDHB_RAT
ALDOA_RAT
LDHA_RAT

Fosfoglicerato quinase 1

Aldose redutase

L lactato desidrogenase de cadeia B
Frutose bisfosfato aldolase A

L lactato desidrogenase de cadeia A

2. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

ECHM_RAT
FABP4_RAT
ACADL_RAT
ACOT2_RAT

Enoil CoA hidratase mitocondrial

Proteina ligadora de acidos graxos no adipdcito
Acil CoA desidrogenase especifica de cadeia longa
Acil coenzima A tioesterase 2 mitocondrial

3. CADEIA RESPIRATORIA

ATPB_RAT
KCRS_RAT
QCR2_RAT
ADT1_RAT
ATPA_RAT
COX5A_RAT
ATPO_RAT
ATPD_RAT
COX41_RAT
ETFB_RAT
KCRM_RAT
UCRI_RAT

4. CICLO DE KREBS
CISY_RAT
MDHC_RAT
ACON_RAT
IDHP_RAT

ATP sintase subunidade beta mitocondrial
Creatina quinase tipo S mitocondrial

Citocromo b c1 subunidade 2 mitocondrial

ADP ATP translocase 1

ATP sintase subunidade alfa mitocondrial
Citocromo c oxidase subunidade 5A mitocondrial
ATP sintase subunidade O mitocondrial

ATP sintase subunidade delta mitocondrial
Citocromo c oxidase subunidade 4 isoform 1

Flavoproteina transferidora de elétrons subunidade beta

Creatina quinase tipo M
Citocromo b c1 subunidade Rieske

Citrato sintase mitocondrial

Malate desidrogenase citoplasmatica
Aconitato hidratase mitocondrial

Isocitrato desidrogenase NADP mitocondrial

44937.75
36253.55
36897.58
39808.20
36735.70

31915.66
14822.06
48272.14
49986.38

56353.65
47841.56
48453.27
33217.59
59867.78
16357.66
23454.63
17595.10
19571.63
27915.57
43273.16
29730.88

52209.04
36654.26
86174.90
51423.61

11
12

10

21
12

Vo]

16

w N W ol n

18

14
21
12

1.900
1.238
1.774
1.234
1.505

1.195
1.410
2.154
1.595

1.768
1411
1.854
2.563
2.385
2.024
2.234
1.600
2.031
1.334
1.251
1.683

1.288
1.315
1.179
1.899
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0DO2_RAT

5. HEAT SHOCKS
HSP7C_RAT
CH10_RAT

6. ANTIOXIDANTE
PRDX5_RAT
GSTM2_RAT
SODC_RAT
PARK7_RAT

7. ESTRUTURAL
MYL3_RAT
PROF1_RAT

8. TRANSPORTE
AT2A2_RAT
MYG_RAT
HEMO_RAT

Diidrolipoil lisina succiniltransferase

Proteina heat shock cognate de 71 kDa
Proteina heat shock de 10 kDa mitocondrial

Peroxirredoxina 5 mitocondrial
Glutationa S transferase Mu 2
Superdxido dismutase Cu Zn
Proteina DJ 1

Miosina de cadeia leve 3
Profilina 1

Reticulo sarcoplasmatico de célcio
Mioglobina
Hemopexina

9. METABOLISMO DE AMINOACIDO

AATC_RAT

10. INFLAMAGAO
PEBP1_RAT
A113_RAT
LEG1_RAT

Aspartato aminotransferase citoplasmatica

Proteina ligadora de fosfatidiletanolamina 1
Alfa 1 inibidor 3
Galectina 1

49267.63

71099.28
10901.68

22520.88
25873.77
16082.77
20202.33

22270.31
15128.34

116422.00
17213.88
52092.35

46656.91

20915.47
165142.21
15199.03

10

w N N

12
12

20

1.395

1.346
1.147

1.455
1.403
0.508
1.076

1.433
1.167

2.207
1.129
1.085

1.440

1.127
1.417
1.400
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Termo de acesso

1. GLICOLISE
ENOB_RAT
PYGM_RAT
ODPB_RAT

Exclusivas nesta comparagao TV:NTV

Descricao

Beta enolase
Glicogénio fosforilase isoforma muscular
Piruvato desidrogenase subunidadeE1l

2. CADEIA RESPIRATORIA

COX2_RAT
NDUS1_RAT
CX7A2_RAT
QCR1_RAT

3. ESTRUTURAL
ACTC_RAT

Termo de acesso

1. GLICOLISE
G6PI_RAT

Citocromo c oxidase subunidade 2

NADH ubiquinona oxidoredutase subunidade 75 kDa
Citocromo c oxidase subunidade 7A2 mitocondrial
Citocromo b c1 subunidade 1 mitocondrial

Alfa actina de musculo cardiaco 1

Massa (Da)

47356.14
97786.86
39324.39

26113.48
80381.96

9353.01
53533.18

42361.25

Exclusivas nesta comparagao NTV:TV

Descrigao

Glicose 6 fosfato isomerase

Massa (Da)

62998.21

Peptideos identificados

A = U1 W

14

Peptideos identificados

10



