CENTRO UNIVERSITARIO METODISTA-IPA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS E REABILITACAO
MESTRADO ACADEMICO EM BIOCIENCIAS E REABILITACAO

Simone Krause Ferrao

EFEITO DO TREINAMENTO RESISTIDO ASSOCIADO A DECANOATO DE
NANDROLONA E Lepidium meyenii SOB PARAMETROS BIOLOGICOS EM RATOS
WISTAR

PORTO ALEGRE
2015



SIMONE KRAUSE FERRAO

EFEITO DO TREINAMENTO RESISTIDO ASSOCIADO A DECANOATO DE
NANDROLONA E Lepidium meyenii SOB PARAMETROS BIOLOGICOS EM RATOS
WISTAR

Dissertacido apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacao em Biociéncias e
Reabilitacdo do Centro Universitario
Metodista - IPA como requisito para
obtencido do titulo de Mestre em
Biociéncias e Reabilitacao.

Orientador: Prof. Dr. Marcello Mascarenhas

Co- Orientadora: Prof* Dr Viviane Elsner

Porto Alegre

2015



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacio (CIP)

Ferrao, Simone Krause.

Efeito do treinamento resistido associado a decanoato de nandrolona e
lepidium meyenii sob pardmetros bioldgicos em ratos wistar / Simone Krause
Ferrdo. — 2015.

74 f.:il. ;30 cm

Orientagdo: Prof. Dr. Marcello Mascarenhas.
Coorientagdo: Profa Dra. Viviane Elsner.

Dissertacao (Mestrado) — Centro Universitario Metodista — IPA, Programa
de Pos-Graduagao em Biociéncias e Reabilitagdo, Porto Alegre, 2015.

1. Treinamento resistido. 2. Anabolizantes. 3. Lepidium meyenii . 4.
Comportamento. [. Mascarenhas, Marcello, orient. II. Elsner, Viviane,
coorient., II1. Titulo.

CDD 613.71
CDU 796.015.54

Bibliotecario responsavel
Luis Diego Dias de Souza da Silva CRB 10/2241



Simone Krause Ferriao

EFEITO DO TREINAMENTO RESISTIDO ASSOCIADO A DECANOATO DE
NANDROLONA E Lepidium meyenii SOB PARAMETROS BIOLOGICOS EM RATOS
WISTAR

Esta Dissertagdo foi julgada e aprovada para a obtencao do titulo de mestre e, Biociéncias e
Reabilitagdo, no Programa de Pos-Graduacao em Biociéncias e reabilitagdo, do Centro
Universitario Metodista — [PA

Porto Alegre, 18 de novembro de 2015

Apresentada a Banca Examinadora composta pelas professoras

— I."..

D0 Lo S S .
Honew Ye g o =

Prof Dra. Valesca Casali
Centro Universitario Metodista- [PA

- // :
=
Prof D¥a . Lucila Gutierrez
Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre

']
[ ,r'.;'; I, / g I VaTA ;!.'
Prof DIFI Mareello de Avila Mascarenhas
Centro Universitirio Metodista- [PA




A pequena Amanda



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, pelo exemplo e incentivo.

Ao meu orientador, Marcello de Avila Mascarenhas pelo carinho e dedicagdo durante
o decorrer do mestrado. A Rita Mascarenhas pelo auxilio com a pequena durante a orientagao.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul por proporcionar a qualificacdo dos
servidores e em especial ao LACT — Laboratério de Analises Clinicas e Toxicoldgicas pelo
excelente ambiente de trabalho, parceria e colaboragdo, possibilitando a realizagdo do curso
de Mestrado. Em especial as colegas Ana Lucia Antunes, Dariana Hubner e Laura Alencastro.

Aos amigos e colegas de trabalho que de alguma forma contribuiram para o
desenvolvimento deste trabalho, destacando a Camila Hatwig e Eduardo Balbueno pela ajuda
nas analises bioquimicas.

A todo grupo de pesquisa do laboratorio de Genotoxicidade Amanda Tavares,
Amanda Blembeel, Isabela Alves, Jorge Leandro Rodrigues, Rachel Lemos e Thaiane Gomes,
pela parceria e dedicacdo na realizacdo do experimento.



SUMARIO

TINTRODUGAO ..ot 11
1.1 TREINO RESISTIDO.......ciiiiiiiiieeiieeeee ettt s 13
1.1.1 Treino resistido e hipertrofia .....................ccoooiiiiiiiieee 14
1.2 ESTEROIDES ANABOLIZANTES .....coovuiviieieieeeeeeeeeeeeeeee e, 15
1.2.1 Aspectos bioquimicos e fisiolOgicos ...............cccvvviiieniiiiiiiiiieeeee, 16
1.2.2 Aspectos farmacolO@iCOS ..............cccvveeiiiieiiieeiiie e 18
1.2.3 Aplicacio terapeutica .............cccooviiiiiiiiiiiiieieeeee e 21
1.2.4 Uso de EA NO €SPOTTLE ........oooiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeee et 22
L.25 Nandroloma .........oooooiiiiiiiiiii e 23
1.2.6 Efeitos colaterais ds EAA ... 24
L3 LEPIDIUM MEYENIT ..ottt 25
1.3.1 DeScricao DOtANICA .............oooooviiiiiiiiiii e 26
1.3.2 Constituintes UIIMICOS ............ccociiiriiiiiniiiieiie et 27
1.3.3 Atividade BIolOZica .............ccoviiiiiiiiiiiieeee e 27
1.3.4 TOXICIAAAE ......ooiiiiiiiie et 29
1.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL........coooviiieeeeeeeeeeeeeevevee s 29
1.5 FUNCAO HEPATICA. ...t 30
2 OBJETIVO DA PESQUISA ...ttt 32
2.1. OBJETIVO GERAL ..ottt 32
2.2. OBJETIVO DA PESQUISA ..ottt 32
3 ARTIGO ORIGINAL .....oooiiiiiiiiieteteeeee e 33
4. CONSIDERACOES FINAIS .........cooooiviiiiiieeeeeeeeeeeeeeerese e 51
SREFERENCIAS .......oooiioiieieeeeeeeeeeeeeeee e 55
ANEXOS AL ettt et ettt ettt ettt eaee s 68
ANEXOS B 69

ANEXO € oo 74



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura molecular da testosterona ...................c.ccoccevviiinniiieniiennenns 16
Figura 2. Sintese da testoSterona ..................cccooeoviieeiiieeiie e 17
Figura 3. Mecansmo de acio da testosterona ................ccocceeevieeiiieinnieeniieenieeenene 18

Figura 4. Estrutura molecular dos trés grandes grupos. Propionato de

testosterona do grupo A Metil testosterona do grupo B e trembolona do grupo

Figura 5. Estrutura molecular da nandrolona ........................ccoooiiiiiinenne 23

Figura 6. Hipocdtilo do Lepidium mMeyenii ...........cccovevirinieieienieneeeeceeeeee 26



RESUMO

A popularizagdo do treinamento resistido associada a busca pelo corpo perfeito traz consigo
uma maior procura por recursos anabolizantes por atletas e amadores. A utilizagdo de
anabolizantes geralmente ocorre em associagdo com outras substancias, o que pode agravar os
seus efeitos colaterais. Apesar de haver varios estudos abordando os efeitos colaterais do
decanoato de nandrolona, pouco se conhece sobre a sua associacdo com treinamento resistido
e Lepidium meyenii. Objetivo: avaliar o efeito do treinamento resistido associado a decanoato
de nandrolona ¢ Lepidium meyenni (Maca) sob o peso corporal, parimetros comportamentais
e hepaticos em ratos wistar. Para isso, foi aplicado um modelo experimental com 60 ratos
adultos, divididos em cinco grupos: controle sedentario (SC), treinamento resistido (ST),
decanoato de nandrolona sedentario (ND), Lepidium meyenii sedentario (LM) e treinamento
resistido decanoato de nandrolona e Lepidium meyenii (STNL). O protocolo de treinamento
resistido consta de 3 séries com 10 repeti¢des com 80% 1RM e teve duragcdo de 5 semanas,
com freqiiéncia de 3 vezes por semana no aparato proposto por Tamaki et al. (1992). O
decanoato de nandrolona intramuscular na dose de 18mg/kg/semana e Lepidium meyenii na
dose de 450 mg/kg/semana foi administrado por gavagem. Ao término do treinamento, foram
realizados os seguintes testes comportamentais: Labirinto em Cruz Elevado (Plus-Maze),
Reconhecimento de Objeto e Residente-Intruso. Para avaliacdo hepatica foram realizadas as
seguintes andlises bioquimicas: alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), fosfatase alcalina (FA) e gama glutamiltransferase (GGT). Foram observado efeitos
positivos da administracdo de decanoato de nandrolona, Lepidium meyenii e treinamento
resistido sob o peso (SC 490,0 g+ 2,9 g; ST 450,02+ 1,3 g; ND410g+1,0g; LM 430 g+
1,4 g e STNL 390 g + 0,7 g). Os testes comportamentais apresentaram alteragdes em um ou
mais grupos para os parametros de agressividade, ansiedade e memoria.

No Labirinto em Cruz Elevado encontrou-se menor nimero de entradas no bragos abertos do
grupo ST (SC 2,50 + 0,62; ST 1,42 + 0,26; ND 1,58 + 0,39; LM 1,57 + 0,33 ¢ STNL 1,58 +
0,19), menor nimero de entradas nos bragos fechados nos grupos ST e STNL (SC 6,13 +
0,93; ST 2,75 + 0,67; ND 3,25 £ 0,52; LM 4,17 + 0,45 ¢ STNL 2,33 + 0,33) ¢ menor tempo
de permanéncia no grupo ST (SC 42,88 s = 13,88 s; ST 17,67 s = 70 s; ND 28,50 s + 12,50 s;
LM 20,42 s £ 5,8 s e STNL 34,25 s = 15,24 s). No teste residente intruso observou-se menor
nimero de ataques nos grupos ST e LM (SC 9,13 + 2,31; ST 6,00 + 1,38; ND 8,50 + 1,25;
LM 5,75 £ 1,01 e STNL 8,75 £+ 1,46). No teste para memoria verificou-se menor indice de
reconhecimento de objeto nos grupos ND e LM (SC 0,27 +0,20; ST 0,01 + 0,20; ND -0,35 +
0,16; LM -0,23 £0,16 e STNL -0,23 = 0,21). Apesar de nao terem sido encontradas variagdes
significativas nas analises bioquimicas (AST, ALT, FAL e GGT), houve uma diminui¢ao
significativa no peso do figado nos grupos ND e STNL, (SC 14,4 g+ 0,4 g; ST 14,62 g+ 1,0
g; ND 11,61 g+ 04 g; LM 13,7 g+ 0,5 ge STNL 11,82 g + 0,5 g), sugerindo lesdo hepatica.
Com base nestes resultados ndo recomenda-se o uso de esterdides anabolizantes ou a sua
associagdo com Lepidium meyenii.

Palavras-chave: Treinamento, anabolizante, Lepidium meyenii, comportamento.



ABSTRACT

The popularization of strength training associated with the search for the perfect body
increases the demand for anabolic resources for athletes and amateurs. The use of anabolic
steroids often occurs in combination with other substances, which may worsen the side
effects. Although there are several studies addressing the side effects of nandrolone
decanoate, little is known about its association with strength training and Lepidium meyenii.
This study aims to evaluate the effect of strength training associated with nandrolone
decanoate and Lepidium meyenni (Maca) on body mass, behavioral and liver parameter in
Wistar rats. For this, an experimental model was applied to 60 adult rats were divided into
five groups: sedentary control (SC), strength training (ST), nandrolone decanoate sedentary
(ND), Lepidium meyenii sedentary (LM) and strength training, nandrolone decanoate and
Lepidium meyenii (STNL). The strength training protocol consist of 3 series 10 repetitions
80% 1RM and was performed three times a week for five weeks in the apparatus proposed by
Tamaki et al. (1992). The nandrolone decanoate intramuscular injection at a dose of 18
mg/kg/week and Lepidium meyenii at 450 mg/kg/week was administered by gavage. At the
end of training, the following behavioral tests were performed: Plus-Maze Test, Object
Recognition Test and Resident-Intruder. For liver evaluation were made biochemical analysis:
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase
(ALP) and gamma glutamyl transferase (GGT). It was observed positive effects of
administration of nandrolone decanoate, Lepidium meyenii and strength training on body mass
(SC490,0 g+2,9¢;ST450,0g+1,3g; ND410g+1,0g; LM 430 g=+1,4gand STNL 390 g
+ 0,7 g). Behavioral tests showed alterations at one or more groups for the aggressiveness
parameters, anxiety and memory. In the Plus-Maze Test it found smaller number of entries in
the open arms in ST group (SC 2,50 + 0,62; ST 1,42 + 0,26; ND 1,58 £ 0,39; LM 1,57 + 0,33
and STNL 1,58 £ 0,19), smaller number of entries in ST e STNL groups (SC 6,13 = 0,93; ST
2,75 £0,67; ND 3,25+ 0,52; LM 4,17 + 0,45 and STNL 2,33 + 0,33) and shorter permanence
in the open arms in ST group (SC 42,88 s = 13,88 s; ST 17,67 s £ 70 s; ND 28,50 s + 12,50 s;
LM 20,42 s £ 5,8 s and STNL 34,25 s + 15,24 s). In the Resident Intruder it was observed
smaller number of attacks in ST and LM groups (SC 9,13 £+ 2,31; ST 6,00 + 1,38; ND 8,50 +
1,25; LM 5,75 + 1,01 and STNL 8,75 £+ 1,46). In the Object Recognition Test it was verified
lower object recognition index in ND and LM groups (SC 0,27 +0,20; ST 0,01 + 0,20; ND -
0,35 = 0,16; LM -0,23 =+ 0,16 ¢ STNL -0,23 £+ 0,21). Despite not having been found
significant variations in biochemical analysis (AST, ALT, FAL and GGT), there was a
significant decrease in liver weight in ND and STNL groups (SC 14,4 g + 0,4 g; ST 14,62 g +
1,0 g; ND 11,61 g+ 04 g; LM 13,7 g+ 0,5 ge STNL 11,82 g + 0,5 g)., suggesting liver
damage. Based on these results, the use of anabolic steroids is not recommended, as well as
its association with Lepidium meyenii.

Keywords: strength training, anabolic, Lepidium meyenii, behavior



1 INTRODUCAO

Por muito tempo o treinamento resistido foi utilizado somente para o fortalecimento
e o condicionamento fisico de uma categoria de atletas. Mesmo no meio esportivo atletas e
treinadores ndo davam muita importancia ao treinamento contra resistido se sua modalidade
esportiva ndo exigisse grande for¢ga muscular para a competi¢do (AABERG, 2002). Porém
nos ultimos anos, houve uma explosao de informagdes e pesquisas sobre o treinamento contra
resistido, mostrando varios beneficios sobre a saude, fazendo com que ele passasse a ser
adotado por atletas de outras modalidades, esportistas de fim de semana, na busca de maior
qualidade de vida e melhora na aparéncia fisica (HARE et al, 1999; WINETT;
CARPINELLI, 2001; RYAN et al., 2004; DIAS et al., 2005; BATTAGLINI et al., 2006;
GOLDEBERG, 2006; JOVINE et al., 2006; VITAL et al., 2011; BRITO et al., 2013).
Nenhuma outra atividade fisica supera o treino resistido no que diz respeito a modelar e
esculpir o corpo humano. No entanto para que se observem resultados sdo necessarias varias
semanas de treinamento. E a busca frenética e desenfreada por um corpo perfeito faz com que
atletas e praticantes de atividades fisicas recorram ao uso de esterdides anabolizantes
(KISNER; COLBY, 1992; AABERG, 2002; CARMO et al.,2011; ABRAHIN; SOUZA,
2013).

O primeiro registro historico da utilizagdo de esterdides anabolizantes com objetivos
ndo terapéuticos datam de 1954, onde androgénios foram utilizados por atletas russos no
Campeonato Mundial de Levantmento de peso realizado na Austria. Os relatos de eficacia na
utilizagdo destes medicamentos difundiram-se entre a comunidade dos levantadores de peso e,
apods, se difundiu entre atletas de outras modalidades (HOBERMAN; YESALIS, 1995;
HARTEGENS; KUIPERS, 2004; FITCH, 2008).

Com o passar dos anos, o uso nao médico de anabolizantes esterdides foi afetando
outros segmentos da populacdo, como os usudrios de academias e praticantes de atividades
fisicas atingindo proporc¢des alarmantes, tornando-se um problema de satide publica. Dentre
os anabolizantes, destaca-se o decanoato de nandrolona, um esterdide androgénio
anabolizante com alto poder anabodlico, cujo uso tem sido divulgado e ampliado entre
praticantes de atividades fisica em academias (CUNHA et al., 2006; EVANS-BROWN;
HANDELSMAN; HEATHER, 2008; YARROW et al, 2010; KANAYAMA; POPE, 2012).

O seu uso abusivo e continuado, assim como de outros esterdides anabolizantes,
pode causar atividade deletéria sobre o sistema nervoso central, podendo manifestar

alteracdes morfologicas, funcionais ou comportamentais tais como: euforia, irritabilidade,
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agressividade, hiperatividade, depressdo e psicose. Também tem sido relacionado com o
aumento da excitabilidade, altera¢cdes no humor e problemas cognitivos relacionados com a
memoria e a orientagdo (LUMIA et al., 1994; HARTGENS; KUIPERS, 2004; BOFF, 2008;
NAKHAEE et al., 2013; ZOTTI et al., 2013). O uso de esterdides anabolizantes também esta
associado a danos no tecido hepatico como o aparecimento de hepatite, ictericia colestésica,
hiperplasia e adenoma hepatocelular (SHAHIDI, 2001; VELASQUEZ; ALTER, 2004;
SOCAS et al., 2005; FORTUNATO et al., 2007; VIEIRA et al, 2008 CARMO et al., 2012).

No entanto os esteroides anabolizantes costumam ser usados em associagdes com
outras substancias com o objetivo de aumentar a potencia dos esterdides anabolizantes ou
para minimizar os seus efeitos colaterais. Alguns exemplos destas associagdes sdo 0 uso
concomitante anabolizantes com a efedrina pelo seu poder termogénico, diuréticos com a
intencdo de diminuir a retencdo hidrica e o tamoxifeno (agente antiestrogénico) contra a
ginecomastia (SILVA; MOREAU, 2004). Sabe-se que os riscos e as complica¢des tendem a
aumentar a medida que usudrios associam dois ou mais produtos, podendo estes ser a
associa¢do de um anabolizante e um fitoterdpico. O uso de suplementos fitoterapicos por
atletas e praticantes de atividades fisicas ¢ justificado pelas mais diversas razdes, desde o
aumento de energia até a procura de respostas fisiologicas e metabdlicas mais especificas.
Entre as plantas mais citadas em artigos na area da medicina esportiva esta a Lepidium
meyenii, popularmente conhecida como Maca (WILLIANS, 2006; CHOI et al,, 2012).

A maca ¢ uma planta nativa da regido dos Andes e vem sendo usada héd séculos
principalmente como fonte de alimento. Na medicina tradicional peruana a Lepidium meyenii
¢ utilizada para aumentar a vitalidade, no estresse, para promover a libido e aumentar a
fertilidade e o desempenho sexual em homens e mulheres (GONZALES, 2014). No inicio dos
2000, a maca comegou a despertar interesse na comunidade cientifica que comegou a
desenvolver experimentos com o intuito de verificar suas propriedades farmacologicas
(RUBIO et al., 2006; RUBIO et al., 2007; STONE et al., 2009; SUAREZ et al.,2009; RUBIO
et al., 2011.;CHOI et al., 2012). Em estudos experimentais em ratos a Lepidium Meyenii tem
demonstrado resultados pertinentes envolvendo memoria, ansiedade, depressio e
aprendizagem. (RUBIO et al., 2006; RUBIO et al., 2007; RUBIO et al., 2011). A maca
também apresentou efeitos benéficos sobre o desempenho fisico em testes clinicos e
experimentais (STONE et al., 2009; CHOI et al., 2012).

No entanto, pouco se conhece sobre a utilizacdo de esterdides anabolizantes

associados a Lepidium meyenni e treinamento contra resistido. Andreato e colaboradores
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(2013) verificaram um efeito positivo da associacdo de decanoato de nandrolona e
treinamento contra resistido, sobre a composi¢ao corporal, diminuindo a quantidade de tecido
adiposo mas sem alteracdes na massa muscular e forca. Também foram constatadas alteragdes
nos marcadores de lesdo hepatica e renal mas sem diferenciacdo entre os grupos teste e
controle. Silva (2012) avaliou o efeito da administragcdo cronica de decanoato de testosterona
e nandrolona associado ao treinamento resistido e constatou que o uso destes esterdides
anabolizantes, favorecem o ganho de massa muscular mas também podem trazer prejuizos ao
tecido hepatico. Nao existindo estudos até o presente momento que abordem treinamento
resistido, decanoato de nandrolona e Lepidium meyenii.

O estudo fomenta novos conhecimentos para a pesquisa cientifica sobre as possiveis
alteracdes sobre os parametros comportamentais e hepaticos da utilizacdo de anabolizantes e
suas associagdes. Os resultados encontrados nessa pesquisa poderdo ser de grande
importancia quando adaptados para a realidade dos usudrios de esterdides anabolizantes,
sejam eles atletas ou praticantes de atividade fisicas, contribuindo para o esclarecimento dos

riscos desta pratica.

1.1 TREINO RESISTIDO

E uma modalidade de exercicio fisico praticada por individuos de diferentes faixas
etarias, de ambos os sexos e com niveis de aptidao fisica variados. O treinamento resistido
(TR) é também conhecido como musculacdo ou treinamento de forca e visa aumentar a forca
fisica ¢ a melhora na capacidade funcional, tendo uma grande influéncia na composi¢ao
corporal de seus praticantes (WINETT; CARPINELLI, 2001; MARCHAND, 2001; FORJAZ
et al., 2003; DIAS et al., 2005).

O treinamento resistido consiste em uma atividade voltada para o desenvolvimento das
fungdes musculares através da aplicacdao de sobrecargas, podendo esta ser imposta através de
pesos livres, maquinas especificas, elasticos ou a propria massa corporal. E utilizado para
aumentar a capacidade do sistema neuromuscular e dependendo da especificidade do
programa, aumentando forca, poténcia, resisténcia muscular localizada, equilibrio e
coordenagao motora (DESCHENES; KRAEMER, 2002; FLECK; KRAEMER, 2006; VITAL
etal., 2011).

Os exercicios resistidos sdo prescritos em volume e intensidade de acordo com os
objetivos pretendidos. O volume representa a quantidade total de exercicios, geralmente ¢

expresso em numero de séries e repeticdes enquanto que a intensidade faz referéncia ao grau
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de dificuldade de dificuldade para a sua realizagdo, sendo representada pelo percentual de
maior carga possivel a ser vencida em uma unica repeti¢do, 1 repeticdo maxima (RM)
(MARCHAND, 2001; LIMA et al., 2005; SANTAREM, 2012).

Embora o treinamento resistido seja aceito ha muito tempo como eficaz no
desenvolvimento da forca, poténcia e massa muscular (hipertrofia), seus beneficios relacionados a
fatores de satide foram reconhecidos apenas em 1990, quando o American College of Sports
Medicine (ACSM) reconheceu o treinamento de resisténcia como um componente importante de
um programa de aptiddo abrangente para adultos saudaveis de todas as idades (POLLOCK et al.,
2000).

Estudos sobre treinamento resistido envolvendo homens e mulheres de varias idades
mostram mudangas favoraveis com relacdo aos fatores de risco associados a osteoporose,
doengas cardiovasculares, cancer, diabetes, sem diferengas em relagdao ao sexo ou idade, além
de promover aumento de for¢a e massa muscular, (CRAIG et al, 1989; MENKES et al., 1993;
HARE et al., 1999; MARTEL et al., 1999; WINETT; CARPINELLI, 2001; DUNSTAN et al.,
2002; FATOUROS et al., 2002; FORJAZ et al., 2003; RYAN et al., 2004; DIAS et al., 2005;
GOLDEBERG, 2006; JOVINE et al., 2006; VITAL et al., 2011).

O TR também tem sido utilizado para aumento de for¢a e ganho de massa magra em
doencas debilitantes, bem como para dirimir efeitos colaterais de tratamentos farmacologicos
altamente agressivos, como por exemplo, no tratamento do cincer e na sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (BATTAGLINI et al., 2006; BRITO et al., 2013). Além das
questdes relativas a satde, ¢ importante frisar que ele € e tem sido procurado principalmente
para fins estéticos, como, emagrecimento e hipertrofia muscular (BALLOR et al., 1988;
MATSURA et al, 2006; FAGUNDES et al., 2008; STRASSER; SCHOBERSBERGER, 2011;
GRAHL et al., 2013; HAGHSHENAS et al., 2014).

1.1.1 Treinamento -resistido e hipertrofia

O processo da performance muscular depende de um bom planejamento do exercicio,
neste caso, o tipo, a intensidade e duracdo do estimulo devem ser suficientes para caracterizar
uma sobrecarga. A hipertrofia e forca muscular estdo associadas a treino de alta intensidade e
microlesdo no musculo, o esforco de adaptacdo a novos patamares de exigéncia, aumenta a
producdo de acido ribonucléico mensageiro (RNAm) que sinaliza para os ribossomos
sintetizarem mais proteina (FOLLAND et al., 2001; FETT; FETT, 2003).

Existem varios fatores que contribuem para a hipertrofia, sendo o fator hormonal de
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significativa importancia. O treino intenso aumenta a liberagao da testosterona sérica, que por
sua vez influencia positivamente o aumento de massa e forca muscular. A administracdo de
testosterona em homens normais aumenta os niveis do fator de crescimento insulina tipo 1
(IGF-1), que esta relacionado ao aumento de massa muscular e o catabolismo de gordura
(ROOVACKERS; NAIR, 1997; VITTONE et al., 1997).

O nivel de condicionamento fisico pode ser um fator limitante na hipertrofia muscular,
uma vez que as adaptagdes induzidas pelo treinamento fazem com que individuos mais
condicionados e hipertrofiados, respondam menos a uma mesma carga de treinamento
(volume x intensidade), tendendo a platds de estabilizagdo (FETT; FETT, 2003).

Além dos outros fatores citados acima, a resposta hipertrofica muscular estd ligada a
fatores genéticos e nutricionais. Os ganhos de massa muscular provenientes do treinamento
resistido diferem de acordo com as caracteristicas pessoais, devido ao potencial individual
para o desenvolvimento, estrutura fisica e composi¢do corporal, seguindo o principio da
individualidade biolégica (CEOLA; TUMELERO, 2008). A ingestdo de aminoacidos e
proteinas melhora a resposta hipertréfica (MINAMOTO; SALVINI, 2001; MENON;
SANTOS, 2012). Guimaraes-Ferreira e cols. (2014) observaram que a ingestdo de leucina
ap6s o treinamento resistido aumenta o nivel de aminoacidos plasmaticos, o que resulta na
ativacdo de moléculas de sinalizagdo que levam ao aumento da sintese da sintese protéica e

conseqiiente a hipertrofia muscular (GUIMARAES-FERREIRA et al., 2014).

1.2 ESTEROIDES ANABOLIZANTES

Os esterdides anabolizantes (EA) ou esterdides anabdlicos androgénios (EAA) sdo um
grupo de compostos naturais ou sintéticos formados pela testosterona e seus derivados.
Referem-se aos hormonios sexuais masculinos, promotores ¢ mantenedores das caracteristicas
sexuais associadas a masculinidade, desde o desenvolvimento do trato genital, até as
manifestagdes das caracteristicas secunddrias, tais como: crescimento de pelos, crescimento
da laringe e espessamento das cordas vocais, maior ativacdo das glandulas sebaceas,
espessamento da pele e a fertilidade. Os EAA também promovem o efeito anabodlico dos
tecidos, que esta relacionado a retencao de nitrogénio, ao crescimento de massa muscular. Os
esteroides anabdlicos incluem a testosterona (Figura 1) e seus derivados (THEIN et al., 1995;

SHAHIDI, 2001; CUNHA et al., 2004; KICMAN, 2008).
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Figura 1: Estrutura molecular da testosterona. Fonte: Adaptado de KICMAN, 2008.

No entanto alguns autores como Hoberman e Yesalis (1995), Evans (2004) e
Hartegens e Kuipers (2004) referem-se a EAA apenas aos derivados sintéticos da testosterona

que possuem uma atividade anabdlica superior a atividade androgénica.

1.2.1 Aspectos bioquimicos e fisiologicos

A testosterona ¢ o hormoénio esterdide androgénio mais importante produzido pelas
células de Leydig (CL) nos testiculos. No sexo feminino, é produzido em pequena quantidade
pelos ovarios. Todavia, pode ser sintetizado pelo cortex da supra adrenal em ambos os sexos.
A producdo supra-renal de andrégenos esta sob o controle do hormdnio adrenocorticotrofico;
a producdo de células testiculares é controlada pelo hormdnio de liberagdo das gonadotrofinas
(GnRH) hipotalamico. O GnRH atua na hipdfise anterior, promovendo a liberagdo do
hormoénio foliculo estimulante (FSH), que estimula a gametogénese, bem como a liberagdo do
horménio luteinizante (LH), que modula a secre¢do de androgenos. No sexo masculino o LH
¢ denominado hormoénio de estimula¢do de célula intersticial, ICSH (SILVA et al., 2002;
RANG et al., 2007).

A sintese da testosterona (Figura 2) ocorre a partir do colesterol estocado no
citoplasma das CL. A maior parte das inclusdes lipidicas contém colesterol esterificado que,
através de uma hidrolase é convertido em colesterol livre e posteriormente transportado por
uma proteina até a mitocondria, onde ocorre a biossintese da testosterona. Apds sucessivas
oxidacdes o colesterol ¢ convertido em pregnenolona. A pregnenolona que da origem a 17-
hidroxipregnenolona e a progesterona. A 17-hidroxipregnolona ¢ posteriormente convertida
em desidroepiandrosterona (DHEA) e a progesterona hidrolisada a 17-hidroxiprogesterona.

Tanto a DHEA como a 17-hidroxiprogesterona serdo depois transformadas em
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androstenediona (AEDION), que ¢ hidrogenada a testosterona (GOODMAN; GILMAN,

1990; GUERRA, 1990; ZANINI; OGA, 1994; GEBARA et al.,2002).
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Figura 2: Sintese da testosterona na célula de Leydig. Fonte: Adaptado de Zanini; Oga (1994).

Na corrente sanguinea, praticamente toda a testosterona encontra-se ligada a proteinas

plasmaticas, principalmente a globulina ligante de esterdides sexuais, somente 2% esta na

forma livre. Quando administrada oralmente, a testosterona ¢ rapidamente metabolizada pelo

figado. A meia vida de eliminagdo da testosterona livre ¢ curta, cerca de 10 a 20 minutos. A

testosterona ¢ inativada pelo figado pela sua conversio em androsterona. Embora a

androsterona possa ser reconvertida em testosterona, cerca de 90% dela ¢ eliminada na forma
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de seus metabolitos pela urina e 6% pelas fezes. A inativagdo da testosterona se da pela
reducdo na dupla liga da posicdo 5-a e a oxidagdo do grupo 17-a hidroxila, formando a
androstenediona, com posterior redugdo do grupo 3- cetonico formando a androsterona. Ou
por outra via, a androstenediona pode ser reduzida na posi¢do 5-f e no grupo 3-cetonico,
formando a etiocolanona (GOODMAN; GILMAN, 1990; ZANINI; OGA, 1994; RANG et al.,
2007).

1.2.2 Aspectos farmacologicos

A testosterona age através de receptores que estdo presentes nas células do sistema
reprodutivo assim como em muitas outras células, incluindo ossos, musculos esqueléticos,
figado e adipdcitos. Na maioria das células-alvo, a testosterona age através de seus
metabolitos ativos (Figura 3): a diidrotestosterona (DHT), que ¢ convertida localmente pela
enzima 5-a redutase e estradiol, obtido pela acdo da aromatase, a testosterona e a DHT a se
ligam aos receptores de androgénio (RA) e o estradiol, aos receptores de estrogénio, RE

(SHAHIDI, 2001; RANG et al., 2007; KICMAN, 2008).
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Figura 3: Mecanismo de acdo da testosterona no ser humano. RA receptores de androgénio. RE

receptores de estrogénio. Fonte: Adaptado de KICMAN, 2008.
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Durante o estado inativo, auséncia hormonal, os RA e os RE interagem com proteinas
nucleares, tais como chaperonas e cochaperonas (PRATT; TOFT, 1997).
Por seu carater lipofilico, a testosterona e os EA, atravessam as membranas biologicas

[3

muito facilmente. Na “via classica”, ocorre, no ambiente intracelular, a formacao do
complexo hormonio-receptor, através de uma ligacdo especifica, que depende das
caracteristicas quimicas de cada esteroide. Os androgénios ligam-se aos RA citoplasmaticos, e
tal ligacdo ¢ acompanhada da intera¢do dos complexos resultantes com sitios nucleares e seus
efeitos gendmicos subseqiientes, que podem ser a transcricdo ou repressao de genes. Existe
também outra via de sinaliza¢do destes hormonios, denominada “via rapida” que pode ocorrer
independentemente da ligagdo aos RA e RE. Neste caso, o efeito dos EAA se deve
basicamente a alteracdao da fluidez da membrana plasmatica e a ligacdo a outros receptores,
que nao RA e RE. Na via rdpida, ha alteracdo nas vias de sinalizacdo envolvendo proteinas
como adenilato ciclase, proteina quinase ativada por mitégeno e fosfatidilinositol 3- quinase
(GOODMAN; GILMAN, 1990; KICMAN, 2008).

Estes derivados podem ser divididos em trés grandes grupos classificados de acordo com
o tipo de modifica¢do realizada na molécula da testosterona. O primeiro ¢ formado pelos
¢ésteres do grupo 17-f hidroxila, o segundo ¢ formado pelos compostos oriundos da alquilagao
na posicao 17-a e o terceiro grupo pelas moléculas obtidas das modificagdes nos anéis A, B
ou C, Conforme descrito na Figura 1 (BASARIA et al, 2001; SHAHIDI, 2001; DORNAS et
al., 20006).

Esteres da testosterona produzidos pela esterificacio do grupo -p hidroxila no carbono
17

A esterificagdo do grupo 17-P hidroxila, reduz a polaridade da molécula e retarda a
biodegradagao da testosterona para ceto-esteroides, prolongando o tempo de agdao. O tamanho
da cadeia de carbono utilizada na esterifica¢do esta diretamente relacionado com o tempo de
acdo anabolica, esteres de dois ou trés carbonos, produzem esterdides de curta duracio,
enquanto que os ¢ésteres com sete ou mais carbonos, produzem compostos de agdo
prolongada. Este grupo possui um maior poder androgénio, pois, assim como a testosterona
eles preservam a ligacdo insaturada entre os carbonos 4 € 5, 0 que proporciona uma maior
afinidade com receptores androgénios. Neste grupo estdo o enantato, cipionato, undecanoato e

o propionato de testosterona (Figura 4a). A maioria destes compostos sdo ativos apenas na
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administracdo parenteral, no entanto o undecanoato de testosterona pode ser usado por via

oral (SNYDER, 1984; BASARIA et al., 2001; SHAHIDI, 2001).

Alquilac¢do no posicao 17-a;

Neste grupo estdo os compostos obtidos pela alquilagdo da testosterona na posicao 17-a
(Figura 4b). Neste grupo estdo: metiltestosterona, oximetolona, oxandrolona, estanozolol,
noretandrolona e etilestrenol. A alquilagdo retarda significativamente a inativagdo hepatica da
testosterona e assim permite que esses produtos se tornem ativos por via oral. Com a excegao
demetenolona, cuja reagdo de alquilacdo foi efetuadano carbono 1, todos andrégenos
oralmente ativos sdo alquilados no carbono 17. Nao hé conversdo de esterdides 17-a
alquilados a didrostestosterona ou 17-f estradiol, porém outros metabdlitos andréogenos e

estrogenos ativos podem ser formados (BASARIA et al., 2001; SHAHIDI, 2001)

Modifica¢des no anel A, B ou C.

Neste grupo, encontram-se todos aqueles produzidos através de modificagdo dos anéis A,
B, ou C (Figura 4c). Como exemplo deste grupo: mesterolona, fluoximesterona, oxandrolona,
nandrolona e oxymetolona. Assim como os do grupo B, os analogos resultantes da
modificagdo nos anéis A, B, ou C ndo sdo metabolizados rapidamente pelo figado,
possibilitando seu uso oral (BASARIA et al, 2001). Estas moficagdes podem ser melhor

observadas na Figura 4 onde s3o apresentadas exemplos dos trés grandes grupos.

OH

H, QCOCH,CH, CH

Grupo A Grupo B Grupo C

Figura 4: Estrutura molecular dos trés grandes grupos de EAA. . Propionato de testosterona do grupo A,
metiltestosterona do grupo B e trembolona do grupo C. Fonte: Adaptado de DORNAS e cols.(2006) e KICMAN
(2008)
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1.2.3 Aplicagéo terapéutica

A indicag¢do mais clara para a terapia androgénica ¢ o hipogonadismo masculino,
onde o tratamento ¢ capaz de restabelecer os niveis normais de testosterona plasmatica e as
suas funcdes. Originalmente, além do tratamento da disfun¢dao hipogonadal, os androgénos
foram aplicados na terapia do retardo da puberdade e na promocdo do crescimento corporal.
Devido aos seus efeitos benéficos no aumento da ingestdo de alimentos, manutengdo e
promog¢ao do ganho de massa corporea, os EA tem sido empregados com sucesso no
tratamento de queimaduras, na recuperacao pds operatoria, politraumatismos, osteopatologias
e outras doencas com perda de massa muscular (GOODMAN; GILMAN, 1990; FALANGA
et al, 1998; DEMLING; DE SANTI, 2001; HART et al., 2001; DEMLING; DE SANTI,
2003; EVANS, 2004; DEMLING, 2005; YEH et al., 2007; PORRO et al., 2012). Alguns
estudos clinicos tem sido realizados sobre a reposicdo androgénica em pacientes com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e resultados benéficos tem sido obtidos com
diferentes tipos de preparagdes, dosagens e via de administragdo (GRISPOON et al., 1998;
BHASIN et al., 2000; HENGGE et al., 2003; DORNAS et al., 2006; GOLD et al, 2006;
ASHBY et al., 2014).

Os androgénios inibem a producdo do inibidor da esterase C1 (glicoproteina que
controla a ativagdo intravascular do sistema do complemento no processo inflamatdrio junto
aos anticorpos) cuja deficiéncia ¢ uma das causas da manifestacdo de angiodema hereditério.
Analogos da testosterona, com fraco cardter androgeno, tais como: danazol, estanazol e
oxandrolona, tem sido preferencialmente utilizado para o tratamento de angiodema
(SNYDER, 1984; BIANCHI et al., 2010).

E mbora a indicagdo do tratamento de EA para pacientes com doengas cronicas tem
sido frequentemente recomendado para atenuar a perda de massa corporea associada a estas
enfermidades, a sua aplicacdo deve ser criteriosamente avaliada, considerando a toxicidade e
os efeitos adversos atribuidos ao uso dos esterdides androgénicos (SNYDER, 1984;
KICMAN, 2008). Conforme visto, os efeitos ergogénicos dos EAA acabaram despertando o
uso ndo clinico destes mediamentos por atletas profissionais e amadores, com o objetivo de
aumentar a massa muscular, melhorar o desempenho fisico e a estetética corporal (CUNHA et

al., 2004).
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1.2.4 Uso de EAA no esporte

Apesar da testosterona ter sido sintetizada em 1935 por Ruzica e Welstein e o estudo
de Boje em 1939 sugerir em seus estudos que a testosterona poderia aumentar o desempenho
atletico, o primeiro registro histérico da utilizagdo de EA com objetivos nado terapéuticos data
de 1954, onde androgénios foram utilizados por atletas russos no Campeonato Mundial de
Levantamento de peso realizado na Austria. Os relatos de eficicia na utilizagdo estes
medicamentos difundiram-se entre a comunidade dos levantadores de peso na ocasido
(HOBERMAN; YESALLIS, 1995; HARTGENS; KUIPERS, 2004; FITCH, 2008).

O uso abusivo dos EA por atletas de elite se difundiu entre 1950 e 1960 nos paises do
leste europeu, coincidindo com o término da Segunda Guerra Mundial e o crescimento da
Indtstria Farmacéutica, a idade de ouro da quimica de esterdides que produziu o
contraceptivo oral e glicocorticdides sintéticos anti- inflamatérios, bem como os primeiros
anos da Guerra Fria. Neste contexto histdrico, o surgimento e o abuso de androgenos aparece
como uma ferramenta conveniente, de cunho politico e soOcio-econdmico para o
desenvolvimento de super atletas, onde os paises do bloco oriental poderiam ganhar
ascendéncia rapida através de vitorias simbolicas sobre seus rivais politicos ocidentais
(obedecendo uma logica de que paises com melhores atletas teriam melhores soldados) este
desafio ¢ rapidamente retribuido por atletas dos paises ndo- comunistas (HANDELSMAN;
HEATHER, 2008).

Em 1964, nas Olimpiadas de Toquio foram largamente utilizados em diversas
modalidades. O Comité Internacional de Jogos Olimpicos reconheceu o problemas de doping
esportivo em 1967, quando anunciou a sua primeira lista de drogas proibidas, apds mortes de
ciclistas competitivos pelo uso abusivo de estimulantes, sendo que o uso de androgenos foi
proibido apenas em 1974. De acordo com a Agéncia Mundial de anti-doping, estas
substancias sdo proibidas devido a trés critérios: por melhorar o desempenho dos atletas, por
representarem risco a satide e por violarem o espirito esportivo. Os andrdégenos continuam
sendo as drogas mais efetivas e utizadas pelos atletas, sendo portanto, as substancias
predominatemente encontradas em testes anti- doping (FITCH, 2008; HANDELSMAN;
HEATHER, 2008).

O caso mais famoso foi o do corredor canadense Ben Jonhson em 1988, medalha de
ouro nos 100m rasos nas Olimpiadas de Seul, cujo exame detectou a presenca de metaboitos
do estanozol. E durante as Olimpiadas de Sydney em 2000, a nandrolona foi o EAA que

ganhou destaque apos a revelacao de que o exame de varios atletas importantes apresentaram



23

resultados positivos, incluindo modalidades esportivas que geralmente ndo empregavam
anabolizantes (HANDELSMAN; HEATHER, 2008).

Ap6s 3 décadas o uso dos EAA no meio desportivo, eles comecaram a ser utilizados
pela populagao em geral com o objetivo de ganho de massa muscular ou forga e para melhora
da imagem corporal, tornandos—se um problema de saude publica. (EVANS-BROWN;
VEIGHT, 2008; HANDELSMAN; HEATHER, 2008).

Estudos sobre a prevaléncia do uso de esterdides anabolizantes, apontam para
metandrostenolona, metenolona, nandrolona, oxandrolona, oximetolona, estanozol e ésteres
da testosterona, como os EA mais utilizados (SHAHIDI, 2001; SILVA; MOREAU, 2003;
EVANS, 2004).

1.2.5 Nandrolona

O decanoato de nandrolona ¢ um dos anabolicos mais utilizados no mundo (SILVA;
MOREAU, 2004; BOFF, 2010; CERQUEIRA et al., 2010). Foi produzida pela laboratorio
Organon® e introduzida no mercado em 1962 como uma preparagio anabélica injetdvel com
acdo prolongada de até trés semanas apds a administracdo intramuscular em humanos
(KUTSCHER et al, 2002). A formula estrutural da nandrolona (Figura 5) ¢ muito similar a da
testosterona, diferindo apenas pela substituicio de um grupo metila no carbono 19. Essa

substituicdo forma um novo centro assimétrico, conferindo um maior poder anabolico

(SPRANGER; METZLER, 1991; SHAHIDI, 2001; HERRERA et al., 2008).

Figura 5: Estrutura molecular da nandrolona. Fonte: Adaptado de SHAHIDI
(2001)

A nandrolona é comercializada na forma de decanoato e¢ tem uma meia-vida de

aproximadamente 15 dias (INFARMED, 2013). Normalmente ¢ utilizada em ciclos que
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duram de 6 a 12 semanas com as doses sendo aumentadas em forma de piramide de acordo
com o ciclo, podendo atingir doses 10 a 40 vezes maiores que as indicadas para o tratamento
clinico, na tentativa de maximizar o nimero de receptores (FERRY et al, 1999). Mulheres em
geral evitam essa droga por seu alto risco de virilizagdo (TANVEER BEG, et al., 2007;
ZAMORA. et al., 2008).

1.2.6 Efeitos colaterais dos EAA

O uso de doses suprafisiologicas de EA podem ocasionar sérios efeitos colaterais, em
diferentes orgaos e tecidos, ocasionando efeitos deletérios no sistema cardiovascular,
endocrino, reprodutivo, entre outros (BOFF, 2008; FORTUNATO et al., 2007; AVELLA;
MEDELLIN, 2012; CARMO et al., 2012; COWARD et al., 2013; MUTALIP et al., 2013;
NAKHAEE et al., 2013).

O uso de EA esta associado a alteragcdo no sistema enddcrino, como o aumento da
tolerancia a glicose, aumento da resisténcia a insulina e alteracdes sobre a fung¢do tiredidea.
Pode-se observar também danos no tecido hepatico com o aumento da atividade das enzimas
aspartato-aminotransferase, alanina-aminotransferase e lactato-desidrogenase, o aparecimento
de hepatite, ictericia colestasica, hiperplasia hepatocelular, peliose hepatica e adenoma
hepatocelular (SHAHIDI, 2001; VELASQUEZ; ALTER, 2004; SOCAS et al.,, 2005;
FORTUNATO et al., 2007; VIEIRA et al, 2008; CARMO et al., 2012). Entretanto um estudo
de Oubel e cols (2012) sobre o efeito da administracdo de decanoato de nandrolona sobre os
parametros fisicos e bioldgicos em ratos wistar, verificou que o uso sub-cronico de decanoato
de nandrolona, quando administrado em doses terapéutica, intermedidria e supra-terapéutica
ndo apresenta sinais de hepatotoxicidade do ponto de vista bioquimico (OUBEL et al., 2012).
Pertusi e cols (2001) também ressaltam a importancia de se avaliar criteriosamente a alteragcao
dos parametros bioquimicos, tendo em vista que o aumento da atividade enzimadtica da
aspartato-aminotransferase e alanina-aminotransferase pode estar relacionada com a préatica
intensa de exercicios fisicos ¢ ndo somente da administragdo de esterdides anabolizantes,
fazendo- se necessaria a dosagem de creatina quinase e gama glutamiltransferase (PERTUSI
etal., 2001).

O uso abusivo e continuado dos EA podem causar severos efeitos adversos ao SNC,
que podem se manifestar por alteragdes comportamentais, funcionais ou morfologicas, tais
como: euforia, irritabilidade, agressividade, hiperatividade, depressdao, mudanga na libido e

psicose. Estas alteracdes comportamentais possivelmente estdo relacionadas a uma
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modificacdo nos sistemas de neurotransmissores monoaminérgicos e peptidérgico que
provavelmente estdo envolvidos na modulagdo de comportamento. A utilizagdo de esterdides
anabolizantes também tem sido relacionada com o aumento da excitabilidade, alteragdes no
humor e problemas cognitivos relacionados com a memoria e a orientagdo (LUMIA et al.,
1994; BOFF, 2008; MAGNUSSON et al., 2009; HALBERG, 2011; ZOTTI et al., 2013).
Segundo Estrada e cols (2006) elevadas doses de testosterona podem induzir a apoptose de
células neurais humanas levando a possibilidade de que doses altas de androgenos possam
provocar lesdo neuronal a longo por alterarem o padrio de repostas de Ca *2, imprencidivel
para a homeostase. Resultados semelhantes foram encontrados por Caraci e colaboradores
(2011) na avaliagdo da administragdo de nandrolona e metandrostenolona em células neurais.

Varios efeitos sdo referidos sobre o sistema cardiovascular, entre eles:
arteriosclerose, hipertensdo, alteracao lipidica hipertrofia do ventriculo esquerdo, arritmias e
trombose (VENANCIO et al, 2010; CARMO et al., 2012).

Cabe ressaltar que a gravidade destes efeitos colaterais estdo diretamente
relacionadas ao tipo de esteroide anabolizante utilizado, as caracteristicas do usudrio, ao
tempo de exposicdo e a dosagem utilizada. Os riscos e as complicagdes do uso de
anabolizantes tendem a aumentar & medida que os usuarios associam uma combinacao de
duas ou mais substancias, podendo ser elas dois agentes anabolicos ou mesmo a associagao de
um esterdide anabolizante e um fitoterapico (BOFF, 2008; CARMO et al., 2012).

O uso de suplementos fitoterapicos por atletas e praticantes de atividades fisicas ¢é
justificado pelas mais diversas razodes, desde o aumento de energia até a procura de respostas
fisiologicas e metabolicas mais especifica. As plantas mais citadas em artigos na area de
medicina esportiva sdo: Panax ginseg, Ginko biloba, Tribulus terrestris e Lepidium meyenii
(WILLIANS, 2006; CHOI et al., 2012).

1.3 LEPIDIUM MEYENII WALPERS, 1843

O género Lepidium possui aproximadamente 150 espécies distribuidas por todo o
mundo, das quais, pelo menos 15 estdo localizadas no Peru. A espécie Lepidium meyenii
Walp, com a sinonimia Lepidium peruvianum Chacén, pertence a familia Brassicaceae. E
popularmente conhecida como maca, maca-chica, maka, maino, ayak chichira, ayak cichita,
ayak willku, ginseng-dos-andes e ginseng peruano (TOLEDO et al, 1998; GARDENAS,
2005; SUAREZ et al, 2009).
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A planta Lepidium meyenii ¢ nativa da Regido dos Andes, no Peru, mas pode ser
encontrada na Bolivia, Colombia, Chile e Argentina. Entretanto, a espécie Lepidium meyenni
¢ a unica domesticada e primariamente cultivada nas altas montanhas dos Andes Centrais
Peruano, em altitudes de 3500 a 4800 metros acima do nivel do mar e temperaturas extremas,
variando de 18 a -10°C num mesmo dia, com geadas, oxigenagdo rarefeita e solo pobre e
rochoso (OCHOA, 2001; MARIN-BRAVO, 2003; GARDENAS, 2005; SUAREZ et al.,
2009; GONZALES et al., 2014).

1.3.1 Descri¢ao botanica

E uma herbacea de cultivo bienal, todavia em condi¢des climaticas favoraveis pode
completar seu ciclo reprodutivo em um ano. Possui de 12 a 20 cm de comprimento,
apresentando talos curtos e decumbentes com numerosas folhas polimorficas agrupadas na
forma de roseta, inclinadas para o solo o que lhe confere uma grande tolerancia ao frio. As
flores s3o pequenas com quatro pétalas branco-amareladas e sementes ovoides medindo de 2 a
2,5 mm. As sementes sao o unico meio de reprodugdo da planta (QUIROS et al., 1996;
MARIN-BRAVO, 2003).

O hipocétilo ¢ fundido com a raiz formando um tubérculo (Figura 6) que contém as
substancias de reserva e constituintes quimicos que justificam suas propriedades medicinais.
Mede de 4 a 5 cm de diametro e tem de 5 a 8 cm de comprimento, lembrando um rabanete.
Possui coloracdo diversificada que vai do amarelo claro ao preto, caracterizando até treze
quimiotipos diferentes. A reprodugdo ¢ feita por autofecundagdo, a propagacao realizada por
sementes ¢ a colheita acontece de 7 a 8 meses apds o plantio. O hipocotilo é seco ao sol, antes
de ser armazenado ao abrigo da luz (QUIROS, et al., 1996; OCHOA, 2001; LEBEDA et al,
2003; MARIN-BRAVO, 2003).

Figura 6: Hipocétilo de Lepidium meyenii .Fonte: SOUTO, 2015
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1.3.2 Constituintes quimicos

Por ser uma raiz, tem considerdvel abundancia em proteinas, acidos graxos
instaurados e sais minerais. A analise da maca fresca revelou 43% de carboidrato, 14% de
fibras insoluveis, 10% de proteinas, 5% de fibras soluveis e 2% de lipideos. Quando analisada
a matéria seca (raiz tuberosa em pd e desidratada), a mesma contém de 50 a 70% de
carboidratos, 23% de fibras insoluveis, 8 a 9% de fibras soluveis, 2 a 4% de lipideos,
incluindo os 4cidos graxos oléico, linoléico, linolénico, palmitico, miristico, e estearico e de 8
a 18% de proteinas (GONZALES, 2012).

A maca também apresenta em sua constituicdo varios metabdlitos secundarios,
dentre eles, a machine e macamida, sendo estes os principais responsaveis pelas atividades
bioldgicas. Também sdo referidos outros constituintes, tais como: alcaldides (lepidiline A,
lepidiline B e mascaridine), fitoesterdis (B-sitosterol, campesterol, brassiscasterol e
estigmasterol), compostos fenodlicos, flavonoides, taninos, saponinas, benzilamidas (macaene
e macamida) e glicosinolatos (BOGANI et al., 2006; WANG et al., 2007).

Além destes compostos, outra pesquisa cita o acido 1R, 3S-1-metiltetrahidro-B-
carbonila-3-carboxilico, como um possivel modulador sobre o SNC, inibindo a
monoaminoxidase (MAQ), potencialmente interessante para o tratamento de transtornos

depressivos e acao paliativa nos sintomas do mal de Parkinson (PIACENTE, et al., 2002).

4.3.3 Atividade biolégica

Lepidium meyenii tem sido usado por milhares de anos como um alimento ¢ na
medicina tradicional do Peru, especialmente como um afrodisiaco para aumentar o desejo
sexual e a fertilidade, e como um tonico para os guerreiros incas para aumentar a sua energia
e vitalidade. A maca tem atraido interesses como um suplemento dietético por causa de seus
potenciais efeitos positivos sobre a atividade fisica e sexual, ganhando espaco nos Estados
Unidos e em outros paises da América latina. Desde entdo, varios estudos tém sido realizados
para examinar sua atividade biologica (BOGANI et al., 2006; MEISSNER et al, 2006;
RUBIO; CALDAS: DAVILA, 2006; GASCO et al., 2007; RUBIO et al., 2007; WANG et al.,
2007; STONE et al., 2009; SUAREZ et al., 2009; RUBIO et al., 2011; CHOI et al., 2012;
GONZALES, 2012; GONZALES, 2014).

No entanto a maior parte destes estudos se referem ao seu uso no desempenho da

fungdes sexual e na fertilidade, havendo poucos estudos relacionados a melhoria do
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desempenho na atividade fisica (STONE et al., 2009; SUAREZ et al., 2009; CHOI et al.,
2012; GONZALES et al., 2014).

Estudo experimental realizado em ratas recém desmamadas e tratadas com extrato
aquoso de Lepidium meyenii do subtipo amarelo com doses de 400 a 1200 mg/kg, durante 30
dias, ndo demonstraram efeito sobre a resisténcia fisica das ratas. Entretanto, a suplementacao
com extrato lipidico de Lepidium meyenii, na dose de 100mg/kg, durante trés semanas,
mostraram o aumentou o tempo necessario até a exaustdo em ratos submetidos a natacao
forgada. Também foi verificada a melhora do desempenho fisico em atletas do ciclismo apos a
suplementagdo de Lepidium meyenii por 14 dias, o tempo de corrida para o trajeto de 40 km
melhorou significativamente quando comparada com o grupo controle (STONE et al., 2009;
SUAREZ et al., 2009; CHOI et al., 2012).

Segundo Rubio e cols (2006) o subtipo preto de Lepidium meyenii apresentou efeito
favoravel sobre a memoria espacial e aprendizagem. Dois outros estudos envolvendo a
administracdo de extrato aquoso e hidroalcélico de maca preta foram realizados. No primeiro,
a administragdo de Lepidium meyenii por um periodo de 35 dias mostrou ser eficiente para a
reversdo dos danos cognitivos provocados pela escopolamina. No segundo a administra¢ao
dos extratos foram capazes de reverter os danos de memoria e aprendizagem ocasionadas pela
ovarioctomia das ratas (RUBIO et al., 2006; RUBIO et al., 2007; RUBIO et al., 2011;
GONZALES et al., 2014),

Em uma pesquisa clinica Brooks e cols (2008), mostram que Lepidium meyenii
administrada por 6 semanas na dose 3,5g/dia, reduz os sintomas psicologicos, como ansiedade
e depressdo em mulheres na pds-menopausa, independentemente da atividade estrogénica e
androgénica.

A atividade bioldgica de Lepidium meyenii parece estar fortemente relacionada a
variedade da mesma (Quadro 1), sendo a maca preta, a que apresentou os melhores resultados
nos testes sobre memoria e aprendizagem e, também na melhoria do desempenho fisico, no
entanto existem muitas outras variedades que precisam ser estudadas e avaliadas

(GONZALES; 2012; GONZALES et al., 2014).
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Quadro 1. Propriedades farmacoldgicas conforme o tipo de maca.

Tipo de Lepidium meyenii | Propriedades farmacologicas

Amarela Aumento da espermatogénese

Efeito estrogéenico

Vermelha Melhora hiperplasia de préstata

Efeito estrogénico

Preta Melhora memoéria e aprendizagem;
Melhora desempenho fisico
Aumento da espermatogénese

Efeito estrogénico

Fonte: GONZALEZ et al., 2014.

4.3.4 Toxicidade

Os extratos aquosos ¢ metanolicos dos hipocotilos de maca ndao mostram
hepatotoxicidade in vitro. Igualmente, o extrato aquoso de maca amarela, em dose de 1g/kg
de maca liofilizada em ratos, ndo altera o desenvolvimento dos embrides pré-implantados. Em
ratas, quando testadas trés variedades diferentes de Lepidium meyenii, nenhuma delas mostrou
toxicidade aguda quando testadas em doses menores que 17 g de hipocotilos de maca seca/kg
(D’ARRIGO et al, 2004; VALENTOVA et al, 2006; GASCO et al., 2007).

Em ratos a DL50 ¢ maior que 15g de maca/kg sem altera¢des histopatoldgicas em
figado, pancreas, baco, testiculos e ovarios (MEISSNER et al, 2006; GONZALES et al,
2014).

1.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

A investiga¢do cientifica incorporando o uso de camundongos tem avangado
rapidamente nas ultimas trés décadas. Relativamente simples de produzir, manter e treinar, os
ratos tém muitas vantagens sobre outras espécies para uso em pesquisa, tais como: questdes
econdmicas, temporais, fisicas ¢ mesmo as questdes éticas. A manipulacdo dos animais de
forma ética traz contribuigdes inquestionaveis para a pesquisa cientifica e seus resultados

podem ser relacionados aos mecanismos fisiolégicos em humanos (DAMATTA, 2010;
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HARPER, 2010; WATANABE et al., 2014).

Para a avaliag¢do do efeito comportamental em ratos utiliza-se os seguintes testes: teste
do campo aberto, teste do labirinto em cruz elevado (Plus-Maze), teste reconhecimento de
objeto, teste de memoria aversiva de curta e longa duracao, teste do labirinto de Morris e teste
residente-intruso (KAZLAUCKAS et al., 2005; RAMOS, 2008).

O teste de campo aberto o teste de labirinto de cruz elevado sdo utilizados para avaliar
o comportamento de ansiedade através da observacdo da exploragdo do animal no centro e na
periferia do aparato (RAMOS, 2008). Os testes de reconhecimento de objeto e o teste da
memoria aversiva contribuem para a avalia¢do da reten¢do da memoria e o teste do labirinto
de Morris, a memoria espacial. A agressividade pode ser mensurada pela observacdo da
quantidade e da qualidade dos atos agressivos despendidos pelo macho intruso no teste de
residente-intruso (ROJAS et al. 2013; KAZLAUCKAS et al., 2005).

Ramos (2008) ressalta a importdncia da realizagdo de maultiplos testes
comportamentais como o teste claro escuro e labirinto em cruz elevado para um melhor
entendimento do mecanismo do comportamento emocional dos roedores. Neste trabalho serao
avaliados os testes: teste do labirinto em cruz elevado (Plus-Maze), teste reconhecimento de

objeto e teste residente-intruso.

1.5 FUNCAO HEPATICA

O figado ¢ a maior viscera do corpo humano, desempenhando grande ntimero de
fungdes vitais a saide do organismo. A secre¢do de bile € a principal funcao digestiva do
figado, além disso, o figado ¢ essencial na regulacdo do metabolismo dos carboidratos,
proteinas e lipidios, no armazenamento de substancias e na degrada¢do e excreg¢do de
hormdnios. Outras fungdes incluem a transformagdo e excre¢do de drogas, a hemostasia e o
auxilio a resposta imune (SCHINONI, 2006).

Segundo Jaeschke e colaboradores (2002) e Lee (2003) existem, basicamente seis
tipos de alteragdes hepaticas que podem ser induzidas pela ingestdo de substancias e ou
medicamentos ¢ o padrdo da doenga depende do modo com que as organelas intracelulares
sao afetadas. Acredita-se que, na maioria das vezes em que a agressao hepatica ocorre, existe
a participacdo de mais de um mecanismo (BERTOLAMI, 2005).

As enzimas hepdticas costumeiramente incluidas nos perfis de triagem bioquimica

sérica para avaliar danos hepaticos sdo: alanina-aminotransferase (ALT) ou transaminase
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glutamico piravica (TGP), aspartato aminotransferase (AST) ou transaminase glutamico-
oxalacética (TGO), fosfatase alcalina (FA), lactato desidrogenase (LDH) e gama
glutamiltransferase (GGT). A dosagem destas enzimas permite a avaliagdo do grau de
disfungdo hepatocelular no decurso de hepatopatias, uma vez que sua concentracdo sérica
correlaciona-se com o grau de lesdo, ja que estas enzimas sdo intracelulares, e entram no soro
a partir de células mortas (SANTOS, 2003; BERTOLAMI, 2005).

Sua repeticdo seriada é importante para avaliagao de evolugdo e prognoéstico. Sao trés
os grupos de importancia: as enzimas celulares, indicadoras de lesdo hepatocitica, que sdo
Glutamato-desidrogenase (GLDH), Lactato-desidrogenase (LDH) e isoenzimas, aspartato-
aminotransferase (AST) e alanina-aminotransferase (ALT). As enzimas ligadas & membrana,
indicadoras de colestase, o Fosfatase alcalina (FA), Leucina-aminopeptidase (LAP), 5’-
Nucleotidase e-Glutamil-transferase (GGT) e as enzimas especificas do plasma, indicadoras
da capacidade de sintese do figado (SANTOS, 2003).

Assim, a elevagdo dos niveis sé€rico-enzimaticos atribuida a disfung@o hepatica pode
ser decorrente da ruptura dos hepatocitos, resultantes de necrose, ou das alteragdes na
permeabilidade da membrana celular, no caso do aumento dos niveis de alanina
aminotransferase, lactato desidrogenase e aspartato aminotransferase e ou do processo de
colestase, no caso do aumento da fosfatase alcalina e da glutamiltransferase (BORSA et al.,

2006).



2 OBJETIVO DA PESQUISA

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito do treinamento resistido associado a decanoato de nandrolona e

Lepidium meyenii sob parametros biologicos em ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a diferenga do peso corporal em ratos Wistar submetidos ao treinamento

resistido associado a decanoato de nandrolona e Lepidium meyenii.

Avaliar o peso do figado em ratos Wistar submetidos ao treinamento resistido

associado a decanoato de nandrolona e Lepidium meyenii.

Avaliar comportamento através do teste do Labirinto em Cruz Elevado (Plus-Maze),
teste Reconhecimento de Objeto e teste Residente-Intruso em ratos Wistar submetidos ao

treinamento resistido associado a decanoato de nandrolona e Lepidium meyenii.

Avaliar a atividade enzimatica da alanina amino transferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e glutamil transferase (GGT) em soro de
ratos Wistar submetidos ao treinamento resistido associado a decanoato de nandrolona e

Lepidium meyenii.
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Strength training effect associated with nandrolone decanoate and Lepidium meyenii in body
mass, behavioral and hepatic parameters in Wistar rats
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ABSTRACT. The popularization of strength training associated a perfect body searching
increases the demand by anabolic resources. The use of anabolic steroids often occurs in
combination with other substances, which may worsen the side effects. This study aims to
evaluate the effect of strength training associated a nandrolone decanoate and Lepidium
meyenni in behavioral and hepatic parameters in Wistar rats. For this experiment 60 animals
were used divided into five groups: sedentary control (SC), strength training (ST), nandrolone
decanoate (ND), Lepidium meyenii (LM) and strength training, nandrolone decanoate and
Lepidium meyenii (STNL). After 5 weeks of trial and analysis of behavioral tests of liver
damage markers were realized. It was observed positive effects to administration of
nandrolone decanoate, Lepidium meyenii and strengh training practice on body weight. The
behavioral tests exhibited changes in aggressive behavioral, anxiety or memory parameters at
least one of the groups. Despite not having been found significant variations in biochemical
analysis, there was a significant decrease in liver weight in ND and STNL groups, suggesting
liver damage.

Key words: Anabolic, Lepidium meyenii, strength training, behavior, Wistar rats

Efeito do treinamento de forca associado a decanoato de nandrolona e Lepidium

meyenii sob parametros comportamentais e hepaticos em ratos wistar

Resumo. A popularizagdo do treinamento resistido associada a busca pelo corpo perfeito
trouxe uma maior procura por recursos anabolizantes. A utilizacdo de anabolizantes
geralmente ocorre em associagdo com outras substancias, o que pode agravar os seus efeitos
colaterais. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito do treinamento resistido
associado a decanoato de nandrolona e Lepidium meyenni sob os parametros comportamentais

e hepaticos de ratos Wistar. Para isso, foram utilizados 60 animais divididos em cinco grupos:
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controle sedentario (SC), treinamento de forga (ST), decanoato de nandrolona (ND), Lepidium
meyenii (LM) e treinamento de for¢a, decanoato de nandrolona e Lepidium meyenii (STNL).
Ap0s a experimentagdo de 5 semanas foram realizados testes comportamentais e analises de
marcadores de lesdo hepatica. Foi observado efeitos positivos da administracao de decanoato
de nandrolona, Lepidium meyenii e treinamento resistido sob a massa corporal. Os testes
comportamentais apresentaram alteragdes em um ou mais grupos para os parametros de
agressividade, ansiedade e memoria. Apesar de ndo terem sido encontradas variagdes
significativas nas analises bioquimicas, houve uma diminuig¢ao significativa no peso do figado
nos grupos ND e STNL, sugerindo lesdo hepatica.

Palavras chaves: Anabolizantes, Lepidium meyenii, treinamento resistido, comportamento,

ratos Wistar.

Introduction

The original therapeutic use of the synthetic analogues of testosterone, the anabolic
androgenic steroids was the enhancement of anabolic potency. Therefore, use of anabolic
steroids nowadays has high prevalence of misuse by athletes and adolescents, aiming to
improve performance or body image (Bahrke & Yesallis, 2004; Handelsman & Heather,
2008).

It is important to point out that chronic steroid use has demonstrated exert adverse
effects in the neural function and behavior, such as aggressive behavior, anxiety and
psychosis, as well increased blood pressure, coronary heart disease, renal and hepatic
dysfunction (Hartengs & Kuipers, 2004; Boff, 2008;Vieira et al., 2008; Silva et al., 2013;
Zotti et al., 2013). These adverse effects vary in intensity depending on age, sex, chemical
structure of anabolic steroid, dosage and duration of use (Shahidi et al., 2001; Zotti et al.,
2013).

The anabolic steroids are often used in association with other substances in order to
leverage its effects, which might increase risks and complications (Silva & Moreau, 2004).

Among the possible combinations, anabolic and an herbal supplement have been
highlighting Lepidium meyenii, commonly known as maca (Willians, 2006; Choi et al., 2012).
It is a plants usually used by athletes and amateurs related to physiological and metabolic
responses induced by exercise (Rubio et al., 2006; Rubio et al., 2007; Vecera et al., 2007;
Choi et al., 2012; Gonzales, 2014).
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Although there are studies involving strength training, anabolic steroids and Lepidium
meyenii separately, little is known about its association. Andreato et al (2013) found a
positive effect of nandrolone decanoate association and strength training on body composition
by decreasing on fat depots but no change in muscle mass. In other way, the chronic
administration of testosterone and nandrolone decanoate associated with strength training
promote gains in muscle mass but injured the liver tissue. (Silva et al., 2013). There is no
evidence from studies on Lepidium meyenni in combination to nandrolone decanoate and
strength training. Thus, this study aims to evaluate the effect of strength training associated
with nandrolone decanoate and Lepidium meyenni in the body mass, liver mass, behavioral

and hepatic parameters in Wistar rats.

Materials and methods

Animals

The sample consists of 60 Male wistar rats postnatal day 60 (Central animal facilities,
Methodist Universitary Center — IPA) weighing 300-350g. They were maintained at constant
room temperature and relative umidity under a 12 h light/dark cycle (four rats in each box).
The animals were randomly divided into five groups: sedentary control (SC), strength training
(ST), nandrolone decanoate (ND), Lepidium meyenni (LM) and strength training, nandrolone
decanoate and Lepidium meyenii (STNL). The entire experimental protocol that involved the
use of animals was approved by the Ethics Committee for Animal Research at Methodist
Universitay Center — IPA and was conducted in concordance with the institutional and
national guidelines for the care and the use of animals (15/2014). After 24h the last injection
of nandrolone decanoate, the five groups were used for behavioral test (n=12). The next day
the animals were euthanized, the blood truncal were collected (6ml) and the liver removed

(n=06).

Strength exercise training

For the strength exercise protocol, a squat apparatus was made and adapted from the
model proposed by Tamaki et al. (1992), which simulated the execution of the squat. The
animals were submitted to one week of adaptation. After that, the training local (1 maximum
repetition — MR) was used to the measure whether the rats could perform the correct

movement, defined as the minimum load lifted. During the test, the rats performed no more
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three attempts in order to estimate the maximum load completely suspended. After the
determination of the maximum load, the training was realized to 80% of 1MR. The MR was
measured once week. The group ST and STNL held three sets of 10 repetitions with 1 minute
of rest between each set, three times a week for a period of 5 weeks. The experimental

procedure was conducted before 12 AM.

Anabolic Steroids

The ND and STNL groups received a intramuscular injection of nandrolone decanoate
(Deca- Durambolin®; Organon of Brazil LTDA, Sdo Paulo State, Brazil) in a dose of 18
mg.kg'week™! (three applications 6 mg.kg™') during 5 weeks. The weekly dose used in the
study was based in earlier studies (Andreato et al, 2013; Zotti et al, 2014) and it is equivalent

to the rates of abuse often applied by humans.

Lepidium meyenni Walpers, 1864

The plant material was prepared according to the traditional method used in Brazil: 5 g
of the powder hypocotyls Lepidium meyenii Walp (Deg®). were mixed with 100 ml distilled
cold water. The suspension were prepared daily, just before administration. The suspension
obtained were then given orally to LM and STNL groups of rats at a dose of 150 mg.kg!
body weight for three times at week. The dose of 0.45g/kg/week was used according to the

earlier researches (Rubio et al., 2007).

Elevated plus maze test

The experimental procedures were performed according to Pelow et al. (1985). The
apparatus consist of two opposite open arms (50 x 10 cm) without side walls and two closed
arms (50 x 10 x 40 cm) extending horizontally at right angles from a central area (10 x 10
cm). The apparatus had similar levels of illumination within on both the open and closed
arms. At the beginning of the experiment, the rat was placed in the central platform facing and
open arm and allowed to explore the maze for 5 min. The following parameters analyzed:
number of entries into the open and closed and the time spent in the open arms. Principal
component analysis of the conventional plus-maze has show that the percentage of time spent
in the open arms and the number of the entries into the open arms is the best measures of
anxiety and the number of closed arms entries is the best measure of locomotor activity (File

etal., 1991).
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Resident- Intruder

The aggression was tested using the resident-intruder test, procedure adapted from
Kazlauckas et al. (2005). For this measure, a novel intruder of similar size and weight was
introduced into the home cage of the experimental animal (resident) and the resident and the
intruder was scored for specific aggressive responses (boxing, climbing over and under
opponent, following the other rat around the arena, sniffing several body parts of the another
rat) and passive attitudes as freezing and escape. The latency to attack was defined as the
period of time between the beginning of the behavioral test and the first attack the residents
made toward an intruder. If there is no attack, the latency time was considered 300 s, total test

time. No intruder was used for more than one behavioral test.

Object-recognition test

The object recognition test was performed on a square shaped apparatus with walls
made of plastic similar to the home cage. This test is widely used to assess the ability to
memorize and recognize objects, new, and already known. The test was carried out in two
steps. In the first step, two different objects were placed in the testing box (S1) The rats were
gently placed in the center of the box and released to explore the environment for 5 min. The
step two (S2) occurred 24h later and was conducted in the same manner as S1, but with a new
object in place of one object from S1.The times spent exploring the sample and the novel
objects were recorded separately in the S2.To analyze the results, the recognition index which
is calculated by the formula: TB-A/(TB + TA) where TA is the time to explore a familiar
object, which is already known of the animal was used, and TB is the time spent exploring the
new object (Rojas et al., 2013). The natural is that the animals explored the new object, so is

possible evaluate the stimulus by the object recognition index (Baxter, 2010).

Biochemical analysis

The plasma was storage in eppendorf tubes and frozen at -80 °C to subsequent
analysis. The determination of the plasma concentration of aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), gamma glutamyl transferase (GGT) e alkaline phosphatase

(FAL) was conducted using the colorimetric method (Wienner®, Sao Paulo State, Brazil).
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Statistical analysis

The statistical analysis was performed using Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) v.16.0. Kolmogorov-Smirnov are used for checking normality. The data
were analyzed by analysis of variance (ANOVA- three way) followed by a Tukey test. The

differences statistics were considered significant when the p value was 0.05.

Results

Bodyweight

The administration of nandrolone decanoate, Lepidium meyenii or strength training for
period of 5 week resulted in significant differences in body weight. The ST and LM groups
gained less weight than the SC (p < 0.05) while the groups who receiving nandrolone
decanoate (ND) and (STNL) reduced the initial weight, statistically differing from the ST
group (p < 0.05). However the administration the nandrolone strength training and Lepidium
meyenii did not cause a accumulative effect. The food and water consumption did not change
between the groups. After the administration of nandrolone decanoate there was the decrease

in the liver mass (Table 1) in the groups ND and STNL when compared with SC (p < 0.05).

Table 1. Initial body weight, final body weight, liver weight, feed and water intake (g) of the groups: sedentary control (SC), strength training

(ST), nandrolone decanoate (ND), Lepidium meyenii (LM) and strength training, nandrolone decanoate and Lepidium meyenii (STNL)

SC ST ND LM STNL
Initial body weight (g)  436.0 £ 3,1 422,0+28 412,1 £3,0 401,0 £ 2,1 418,1£3,7
Final body weight (g) 490.0 2,9 450,0 £ 1,3%  410,1 + 1,0%* 430,1 + 1,4*  390,1 +0,7%*
Liver weight (g) 14.24 £ 0,4 14,62+ 1,0 11,61 = 0,4% 13,7+0,5 11,82 40,5 *
Feed intake (g) 433.6+3,0 4239+29 453,0+ 5.4 4262+73 452,4+2,0
Water intake (g) 696.7 5,2 634.2£55 6233+34 756,2 £ 6,7 6343+ 18,7

*p < 0,05 compared SC group and **p < 0,05 compared ST group

Elevated Plus maze test

There was significant decrease in the number of entries in open and closed arms and
spent time in the open arms in ST group and decrease in the number of entries in the closed
arms in the STNL group when compared with the SC (p < 0.05, Table 2). In the ND and LM
groups, there was no statistical difference in the number of entries and time spent on both
arms when compared with SC group (p > 0.05). Stool number or urination, there was no

statistical difference in ST, ND, LM and STNL groups when compared with the SC (p > 0.05)
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Table 2. Number of entries in to the open arms, number of entries in the closed arms, spent time in the open arms and close arms in Elevated
Plus maze test of the groups: sedentary control (SC), strength training (ST), nandrolone decanoate (ND), Lepidium meyenii (LM) and
strength training, nandrolone decanoate and Lepidium meyenii (STNL)

SC ST ND LM STNL
Number of entries in  2.50 +0.62 1.42 £0.26* 1.58 £0.39 1.57+0.33 1.58+0.19
open arms
Number of entries in  6.13+0.93 2.75+0.67* 3.25+0.52 4.17+0.45 2.33+0.33*
closed arms
Spent time in open 42.88+13.8 17.67 + 7.0* 28.50+12.5 20.42+£5.8 3425+ 154
arms (s)
Spent time in the 199.2+244 209.6 +30.29 2473 +£13.6 181.6+23.3 210.8 £25.3

closed arms (s)
*p < 0,05 compared SC group

Resident- Intruder

There was a significant decrease in number of attacks in the ST and LM groups but no
difference in the latency of first attack and attitude passive or aggressive when compared with
SC (p < 0.05). There was no statistical difference when evaluated the number of attacks,
latency to the first attack or attitude passive and aggressive in ND and STNL groups when
compared with SC (p > 0.05, Figure 1).
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Figure 1. Intruder resident Test.of the groups sedentary control (SC), strength training (ST), nandrolone decanoate (ND), Lepidium meyenii
(LM) and strength training, nandrolone decanoate and Lepidium meyenii (STNL). a) number of attacks in 5 min; b) latency to the first attack
(s).* p <0.05 compared to SC group

Object-recognition test

In the ND, LM and STNL groups, the rats had significant lower interest in the new
object in relation to the familiar object, while SC and ST groups had greater interest in the

new object (Table 3).

Table 3. Sampling time of the new and familiar object and object recognition index in the Object recognition test of the groups sedentary
control (SC), strength training (ST), nandrolone decanoate (ND), Lepidium meyenii (LM) and strength training, nandrolone decanoate and
Lepidium meyenii (STNL).

SC ST ND LM STNL
New object (s) 453+17.8 51.1+£20.4 13.1£5.0 26.5+12.8 9.0+5.1
Familiar object (s) 17.8+£8.9 40.6 £ 19.6 33.1£16.5 52.1+£21.5 19.5+9.0
Object recognition index 0.27+0.20 0.01 +0.20 -0.35+0.16% -023+0.16* -0.23+0.21*

*p < 0,05 comparaed to SC group
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Biochemical analysis

There was an increase in the GGT levels in the LM group compared to SC, however,
no changes in AST, ALT, FAL and GGT plasma levels were observed between the groups (p
<0.05, Figure 2).
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Figure 2. Biochemical analyzes of the groups: sedentary control (SC), strength training (ST), nandrolone decanoate (ND), Lepidium meyenii
(LM) and strength training, nandrolone decanoate and Lepidium meyenii (STNL) a) aspatate aminotransferase (U/L); b) Alanine
aminotransferase (U/L); c¢) alkaline phosphatase (U/L); d) gamma-glutamyl transferase (U/L). *p < 0.05 compared to SC group
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Discussion

This present study examined the behavioral effects and the possible hepatic injury in
male rats after a chronic nandrolone decanoate associated a strength training and Lepidium
meyenii. Anabolic steroids are used in the treatment of hypogonadism in retardation of
puberty in promoting growth and body because of its beneficial effects in increasing food
intake, maintenance and promotion of body mass gain, it has been successfully employed in
the treatment of burns in post operative recovery, polytrauma, osteopatologias and other
diseases with loss of muscle mass (Falanga et al, 1998; Demling & De Santi, 2001; Hart et al.,
2001; Demling & De Santi, 2003; Demling, 2005; Yeh et al., 2007).

Some studies indicate that the nandrolone decanoate administred to the bodybuilders
or with no history of pre-existing condition that would lead reduce bodyweight, the effects of
nandrolone decanoate on body weigh are absent (Fineschi et al., 2011; Andreato et al, 2013).
However, in this study it was found that administration of nandrolone decanoate maintains or
reduces the initial weight in ND and STNL groups, which may be caused by a decrease in fat

mass. As noted in a study conducted by Andreato et al. (2013) the administration of
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nandrolone decanoate caused a significant decrease in subcutaneous fat depots. In this way
exercize alone reflected the same adiposity changes previously reported (Wronska & Kmiec,
2012; Andreato et al., 2013).

We also found a lower weight gain in male rats when treated with Lepidium meyenni
at a dose 045 g/kg or strength training in 5 weeks. A study presented by Zhang et al. (2006)
showed no difference in body weight when treated with alcoholic extract of Lepidium meyenii
for 28 weeks at a dose of 0.5g/kg, while we used a suspension, that changes some chemical
constituents present in the extract, its can justify this difference in relation to this work.
Nonetheless this lower weight gain can be related to a changes in metabolism as observed in
Vecera et al (2007) that verified an improvement in the metabolism of triglycerides and
glucose in rats when Lepidium meyenii was added to the diet at a concentration of 1%. The
group STNL reduced the initial weight (statistically differing from the SC and ST group) but
no difference to ND group. Some studies show a decrease in body weight by the combination
of exercize associated to the use of nandrolone decanoate (Fineschi et al, 2011; Andreato et al,
2013) and there are no data for strength training association, nandrolone decanoate and
Lepidium meyenii today.

Symptoms of the chronic use of supra-therapeutic doses of anabolic steroids include:
euphoria, irritability, aggression, hyperactivity, depression, change in libido and psychosis
(Lumia et al, 1994; Boff et al., 2008; Zotti et al., 2013). Some experimental studies
demonstrated that chronic treatment with anabolic steroids during adolescence exhibit
increased levels of anxiety after exposition (Olivares et al., 2014; Rainer et al., 2014;
Morrison et al., 2015). However, behavioral reports using adults rodents indicate that the
chronic exposure of anabolic steroid has no anxiogenic effect (Zotti et al, 2013; Morrison et
al, 2015). Corroborating our study, was not found significant difference in the number of
entries in the open arms and the time spent of the open and the closed arms between ND and
SC, showing a non-anxiogenic effect on chronic exposure to nandrolone decanoate. It was
also no statistical difference in 5 weeks of treatment in the LM group. Brooks et al. (2008) in
their study was show to have significative effects on anxiety in postmenopausal women when
treated with Lepidium meyenii for 6 weeks but in Gonzalez et al. (2003) has no effect in adult
healthy man for 12 weeks. The Lepidium meyenii administration can has no anxiogenic effect
in the absence of symptoms. The anxiolytic activity of strength training is related to exercise
intensity, with greater anxiolytic power at moderate intensities for 24 weeks and high

intensities for 12 weeks (Tsutsumi et al., 1998; Cassilas et al., 2007; Duman et al., 2008;
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Carmeli et al., 2014). Tough, in this research was verified anxiogenic activity when done
strength training, this can be related to short duration of treatment or lower intensity exercise.
Adding, it was observed differences in the number of entries in the closed arms, when
analyzed the ST and STNL with SC group, indicating lower locomotor activity in these
groups (File et al., 1991). In view of Anxiety as a function of insecurity or lack of self-
control, the decrease in locomotor activity, indicate increase in stress or an decrease in self-
control and confidence (Carmeli et al., 2014).

Experimental studies have been showed that chronic anabolic steroids exposure is
able to induce elevated levels of aggression (Lumia et al., 1994; Breuer et al., 2001; Mc
Ginnis et al., 2002). However in Breuer et al. (2001) and Morrison et al. (2015) studies no
changes were observed in the aggressiveness after administration the nandrolone decanoate.
Breuer et al. (2001) used 25 mg/kg/week for 12 weeks and Morrison 35 mg/kg/week for 3
weeks. The same was detected in our study at 18 mg/kg/week for 5 weeks. The effects of
anabolic steroid in adult rats have reported that aggression increase only in animals
administered moderate doses for an extensed period of time (Lumia et al., 1994; Breuer et al,
2001; Mc Ginnis et al, 2002; Morrison et al., 2015). The aggressive behavioral that depend
upon age of exposure length of treatment, doses and the chemical composition of the anabolic
steroid. (Breuer et al., 2001; Morrison et al., 2015), in view that the doses used are similar to
previous studies, no difference in levels of aggressiveness in this study may be limited to the
short time period (5 weeks) or by age rats used in experiment. The presence of steroid
compounds in the plant with similar structure to testosterone, which may decrease their
production (Gonzales et al., 2003). In this way the administration of aqueous extract de
Lepidium meyenii at 0.1g/kg for 7 days showed lower testosterone levels in rats (Chung et al.,
2005) and lower testosterone levels indicate smaller aggression. This study supports our
results, which found a smaller aggression in rats that received Lepidium meyenii at 0.45g/kg
for 5 weeks. It was also verified less fewer attacks in the ST group indicating less
aggressiveness behavioral, corroborating the study by Seo et al. (2013) which was verified
that treadmill exercise ameliorated aggressive behavior in rats. However, there was no
increase in the latency time of first attack. It may be caused by the higher stress and fear
theses animals, according the results found in plus-maze test.

Testosterone an their derivatives are known to induce profound effects in different
peripheral organs as well as in a variety of regions in the central nervous system. Some

studies have reported significant effects of anabolic steroid on cognitive functions. The
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chronic treatment with testosterone 10 mg/kg was able to cause a deficit in the index of
recognition of novel object when compared to the control group (Silva et al., 2013). In line
with this result, nandrolone decanoate also delayed the extinction learning in rats tested in an
aversively-motivated task (Rivas-Arancia & Vasques-Pereyra, 1994) In contrast, strength
training and Lepidium meyenii improved cognitive functions. Studies involving strength
training with intensity 75% of 1 RM in healthy adults was observed cognitive improvement
with increased memory (Perrig-Chiello et al., 1998; Chang & Etnier, 2009). Previous studies
demonstrated that maca hypocotyls contain flavonoids such as quercetin that has a protective
role on learning and memory (Singh et al., 2003; Lee et al., 2004; Naidu et al., 2004). Despite
studies showing improvement in learning and memory after strength training practice or
administration Lepidium meyenii, our research showed significant decrease in this parameter
when performed the object recognition test when administred Lepidium meyenii at
0.450mg/kg/semana and did not verified changes when strength training was done. This may
have been caused by the short time trial, by physical training protocol used, kind of extract or
lower dose of Lepidium meyenii. The effect of chronic exposure of nandrolone decanoate
associated a strength training and Lepidium meyenii on recognition learning had not been
previously studied, to our knowledge. In our study, was detected a decrease in memory,
possibly caused by the administration of Lepidium meyenii and/or nandrolone decanoate
without accumulative effect.

Previous studies have shown the relationship between the use of anabolic steroids and
the increased activity of liver enzymes (Marquadt et al., 1964; Vieira et al., 2008; Venancio et
al, 2010; Andreato et al., 2013; Silva et al., 2013: Chowdhury & Mahanta, 2014). However,
when administered as therapeutics, intermediate and supra-therapeutic doses have no
hepatotoxicity signals from the biochemical analysis (Oubel et al., 2012). In addition; high
intensity physical exercises may cause the increase enzyme aspartate aminotransferase and
alanine aminotransferase (Noakes, 1987; Pertusi et al., 2001). Furthermore consumption
Lepidium meyenii alone can also cause increased levels of liver enzymes. An experimental
study which was incorporated Lepidium meyenii in the diet for 8 weeks showed an increase in
the levels of AST and ALT. In the same study, apoptotic cells were found, showing an early
stage of tissue adaptation against the stimulus (Oré et al., 2004). Although using supra-
therapeutic doses in our work have not been found significant evidence on AST, ALT, FAL
and GGT in the treatments ST, ND, LM and STNL when compared with SC, this may be

related by the curve dose-response and/or exposure time. However, we found a significant
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decrease in liver weight in ND and STNL, indicating a possible liver damage when treated
nandrolone decanoate. Adding studies show a decrease in the number of cytochrome p450
and an increased number of lysosomes in liver cells trated with steroids without any changes

in liver markers (Saborido et al., 1993).

Conclusion

This research points to positive effects to administration of nandrolone decanoate at
18mg/kg/week, Lepidium meyenii at 0.45 g/kg/week and strengh training practice on body
weight in 5 weeks, who ST and LM groups apresented less weight gain, ND and STNL
reduced body weight. The behavioral tests exhibited changes in aggressive behavioral,
anxiety or memory parameters. In the test to evaluate anxiety it was found that the treatments
with nandrolone decanoate and Lepidium meyenii not changes this parameter and the groups
that strength training practiced increased in anxiety, in stress or an decrease in self-control and
confidence. It was also less aggressive behavioral in ST and LM groups and prejudice to
memory im ND, LM and STNL groups. However no changes in the biochemical analysis in
markers of hepatic injury, the decrease in the liver mass needs to be further studied, not

recommended the use of anabolic steroids or associated with Lepidium meyenii.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, verificamos a influéncia do treinamento resistido associado a
decanoato de nandrolona e Lepidium meyenii sobre parimetros comportamentais ¢ hepaticos
em ratos wistar em um protocolo de 5 semanas de experimentacao para isso foram analisados
60 ratos de 60 dias de idade divididos em 5 grupos: Controle sedentario (SC), Treinamento
Resistido (ST), Decanoato de Nandrolona sedentario (ND), Lepidium meyenii sedentario
(LM) e Treinamento Resistido, Decanoato de nandrolona e Lepidium meyenii (STNL).

Utilizando-se uma dose de 18mg/kg/semana IM de decanoato de nandrolona (ND)
obteve-se uma reducdo significativa no peso corporal, sugerindo que houve uma perda de
gordura corporal. Também foi encontrado menor ganho de peso nos ratos tratados com uma
suspensao de Lepidium meyenii (LM) na dose de 0,45g/kg/semana e nos ratos que praticaram
treinamento resistido (ST). O menor ganho de peso no grupo LM pode estar relacionada a
estimulacdo do metabolismo da glicose e triglicerideos ocasionado por constituintes quimicos
da planta, como o alcaldide macaina, por exemplo. O menor ganho de peso do grupo ST pode
estar relacionado ao aumento do gasto energético provocado pelo treinamento resistido. O
tempo de 5 semanas pode ter sido pouco para o aumento de massa magra. O grupo STNL nao
diferiu estatisticamente do grupo ND, o que mostra que a soma dos fatores ndo causa efeito
cumulativo para a massa corporal. Como também nao foi verificada diferenca no consumo de
agua ou alimento entre os grupos, descarta-se a possibilidade de ganho ou perda de peso
devido a maior ou menor ingestao de agua ou ragdo. Um aumento significativa no consumo
de ragdo, elevaria o consumo energético podendo aumentar a gordura corporal. Uma diferenga
significativa na ingestdo de dgua sugeriria um descontrole no equilibrio hidrico ocasionado
por maior diurese ou retencdo de liquido.

No teste Labirinto em Cruz Elevado para a analise da ansiedade obtivemos um menor
nimero de entradas nos bragos abertos e fechados, como também menor tempo de
permanéncia nos bragos abertos, no grupo ST, mostrando um efeito ansiogénio deste
tratamento. Um menor nimero de entradas em bragos abertos e fechados com maior tempo de
permanéncia nos bragos fechados mostra também uma menor atividade locomotora em
relacdo ao grupo controle, sugerindo maior medo e estresse dos animais deste grupo. Este
resultado ndo era esperado sugere-se que o mesmo possa ter ocorrido devido ao estresse dos

ratos gerados para a execugdo do protocolo de treinamento. E possivel que num experimento
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mais longo os ratos possam se adaptar melhor exercicio no aparato necessitando menor
nimero de estimulos elétricos e gerando menor estresse.

Nao houve alteragdo no numero de entradas de bragos abertos ou fechados e no tempo
de permanéncia dos bracos abertos ou fechados nos grupos ND e LM. Para o grupo ND,
esperava-se um efeito ansiogénio devido a administragdo de nandrolona, este resultado pode
ter ocorrido devido ao menor tempo de experimentagao ou a baixa dosagem de anabolizante.
Em contrapartida esperava-se um efeito ansiolitico no grupo LM, tendo em vista que
compostos esteroidais presentes na planta, que possuem estrutura molecular semelhante a
testosterona, poderiam reduzir a sua sintese, diminuindo assim a ansiedade nos ratos.

O grupo STNL mostrou menor nimero de entradas no bragos fechados, sugerindo
efeito ansiogénico. Como ndo houve alteragcdo no numero de entradas dos bragos fechados ou
tempo de permanéncia dos bragos abertos, ¢ possivel que a administracdo de Lepidium
meyenii possa ter minimizado os sintomas de ansiedade ¢ estresse.

No teste residente intruso encontrou-se um menor nimero de ataques nos grupos ST e
LM, nos grupos ND e STNL ndo foram encontradas diferencas significativas quando
comparadas com o grupo SC. A nandrolona ndo afetou a agressividade dos ratos, podendo ser
justificado pelo curto periodo de experimentacao ou pela maturidade dos ratos, tendo em vista
que esterdides anabolizantes afetam mais comumente ratos mais jovens € nosso experimento
usou ratos com 60 dias (adultos). No grupo LM encontrou-se uma redu¢do no nimero de
ataques o que poderia ser ocasionado por menor agressividade ou por um efeito sedativo da
planta. Como a planta ¢ rica em fitoesterdis que poderiam por sua vez inibir a sintese de
testosterona sugere-se deste modo que o resultado obtido deve-se a menor agressividade dos
ratos. Também foi encontrado um menor niimero de ataques no grupo ST mas sem aumento
do tempo de laténcia do primeiro ataque podendo sugerir menor agressividade ou maior
estresse ou medo dos animais tendo em vista que animais mais estressados ficam mais
acoados, menos ativos e tendem a nao atacar o rato intruso. O maior estresse dos ratos , foi
verificado no Teste Labirinto em Cruz Elevado. No grupo STNL, na associagdo dos trés
fatores ndo houve diminuicdo da agressividade, demonstrando que a administragdo de
decanoato de nandrolona neutralizou o efeito de Lepidium meyenii e do treinamento resistido.

No teste para verificar memoria ndo aversiva encontrou-se prejuizo na memoria nos
grupos tratados com nandrolona e Lepidium meyenii. A resposta a decanoato de nandrolona
era esperada uma vez que testosterona e seus derivados causam diversos danos ao SNC, para

os grupos LM e ST esperava-se uma melhoria na memoria dos ratos. A Lepidium meyenii ¢é
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rica em flavondides como a quercetina, estes poderiam atuar como citoprotetores, no entanto
utilizamos uma suspensdo aquosa no experimento, o qual ndo favorece a extracdo de
flavonodides. Quanto ao grupo ST, ndo se obteve diferenca em relagdo ao grupo controle. No
teste Labiritnto em Cruz Elevado verficou-se um maior estresse destes animais, no entanto
nao houve prejuizo de memoria dos mesmos, neste caso sugere-se que o estresse causado pelo
protocolo de treinamento pode ter evitado o efeito benéfico do treinamento resistido esperado
para este grupo. O grupo STNL que recebeu os trés fatores teve prejuizos na memoria devido
a administra¢do de decanoato de nandrolona e Lepidium meyenii sem efeito cumulativo.

Nas andlises bioquimicas ndo foram encontradas diferencas significativas nos grupos
ST, LM, ND e STNL embora se esperasse um aumento nas enzimas hepdaticas de todos os
grupos, foi encontrado um decréscimo significativo no peso do figado nos grupos que
receberam decanoato de nandrolona indicando um possivel efeito deletério.

Dois fatores precisam ser considerados neste ponto: o tempo de duracdo do
experimento (35 dias) e o desenho do experimento utilizado. Quanto ao tempo de duragao, 35
dias podem nao ser sido suficientes para o desencadeamento dos efeitos toxicos. E quanto ao
desenho do experimento, a eutanasia dos animais ocorreu 72h apds a ultima intervengdo em
cada grupo, efeitos danosos transitérios podem ter ocorrido e nao detectados nas analises
bioquimicas.

Esta pesquisa ndo se encerra com este trabalho, tem-se como perspectiva investigar
outras variaveis bioquimicas, tais como creatina quinase, lactato desidrogenase, colesterol e
triglicerideos, verificando outras possiveis alteragdes referentes ao uso de anabolizantes.
Ainda que se fagcam necessarias mais pesquisas para melhor compreender o uso de esterdides
anabolizantes e suas associag¢des, os resultados obtidos neste trabalho (Quadro 2) demostram
prejuizo significativo da memoria na administragdo de decanoato de nandrolona e Lepidium
meyenii ndo recomendando o uso desta associagdo ainda que por um periodo curto de tempo

(35 dias).
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Quadro 2: Resultados obtidos nos grupos ST, ND, LM e STNL quando comparados ao

grupo SC.

ST |ND |LM | STNL
Peso corporal (g) N NN N N\~
Ansiedade/ Medo N B _ ™
Agressividade Ny _ N2 _
Memoria NY N2 N
AST _ _ _ _
ALT _ _ _ _
FAL _ _ _ _
GGT _ _ _ _
Peso do figado (g) _ N2 _ NY

Essa pesquisa ¢ fruto de todo o trabalho realizado durante o curso de Pés Graduagao

em Biociéncias e Reabilitacdo, do conhecimento adquirido nas disciplinas e seminarios, da

experiéncia acumulada na elaboracdo do projeto, varias semanas de experimentagdo no

biotério, além do periodo de andlise de dados, discussao dos resultados e preparo do artigo

cientifico, acredito que todo esse envolvimento contribui muito para o meu crescimento

profissional e académico agregando conhecimento, desenvolvendo a andlise critica e

sobretudo instigando para o trabalho interdisciplinar que vou levar comigo para o Laboratorio

de Analises Clinicas e Toxicologicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde

trabalho.
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